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La enfermedad de Chagas continúa siendo un grave problema de salud en 21 países de América 
Latina, con alrededor de 6 millones de infectados, 70 millones de personas en riesgo y 12000 
muertes al año. Las poblaciones naturales de Trypanosoma cruzi, agente etiológico de esta 
enfermedad, están compuestas por múltiples clones que han sido clasificados en siete Unidades 
Discretas de Tipificación (UDTs, TcI-TcVI y Tcbat), con diferentes distribuciones geográficas y 
ciclos de transmisión. Se ha postulado que el polimorfismo genético de T. cruzi podría estar 
implicado en su respuesta diferencial a drogas tripanocidas pero no existen estudios que hayan 
permitido asociar genotipos específicos del parásito con eventos de falla terapéutica o esclarecer 
si este fenómeno se debe a resistencia natural o inducida. En este contexto, esta tesis tuvo como 
objetivo caracterizar la respuesta parasitológica al tratamiento y el polimorfismo genético de las 
poblaciones naturales de T. cruzi detectables en sangre periférica de pacientes crónicos en 
ensayos clínicos con drogas tripanocidas, con el propósito de comparar la variabilidad entre las 
poblaciones parasitarias pre- y pos-tratamiento de los pacientes con falla terapéutica. 
 
Este trabajo se desarrolló en el marco de tres ensayos realizados en Bolivia (NCT01489228, 
NCT01678599 y NCT02498782) dirigidos a evaluar la eficacia y seguridad del E1224 (pro-
droga del ravuconazol) y el benznidazol (BZN), estrategias de seguimiento por qPCR de la 
respuesta parasitológica al BZN, y la eficacia y seguridad del Fexinidazol (FXN) en el 
tratamiento de la infección crónica por T. cruzi. Estos ensayos incluyeron diferentes regímenes 
de tratamiento con una duración máxima de 2 meses y un período de seguimiento de 10 meses 
pos-tratamiento. Durante las visitas de tamizaje y seguimiento se colectaron un máximo de tres 
muestras de sangre por paciente que fueron analizadas por triplicados de qPCR. Sólo se 
incluyeron pacientes con al menos un resultado de qPCR positivo en el tamizaje y la falla 
terapéutica fue definida como la detección de ADN de T. cruzi durante el seguimiento. El 
polimorfismo genético de las poblaciones parasitarias detectables en las muestras positivas pre- y 
pos-tratamiento de los ensayos E1224 y FXN fue caracterizado mediante un análisis de patrones 
de secuencias de ADNSat desarrollado durante esta tesis y de perfiles de PCR-RFLP de las 
regiones hipervariables del ADN de kinetoplasto (ADNk). Estas metodologías, además, fueron 
utilizadas para la caracterización de hemocultivos de pacientes de ambos ensayos; por otro lado, 
los aislamientos de T. cruzi permitieron aplicar otras herramientas como la tipificación por qPCR 
multiplex con sondas TaqMan y el análisis de secuencias de loci microsatélites. 
 
  
El análisis de falla terapéutica acumulativa del ensayo E1224 mostró que de los tres esquemas de 
tratamiento con este compuesto, sólo el que incluyó una mayor dosis presentó diferencias 
significativas con el grupo Placebo, 69,1% y 91,3%, respectivamente; mientras que el grupo 
tratado con BZN tuvo 15,9% de falla y diferencias significativas con el grupo Placebo y los tres 
regímenes de tratamiento de E1224. La falla terapéutica al BZN en el ensayo para la evaluación 
de estrategias de monitoreo (32,1%) fue mayor que la observada para esta droga en el ensayo 
E1224, pero estas diferencias no fueron significativas. El reclutamiento del ensayo FXN tuvo 
que suspenderse por motivos de seguridad farmacológica, no obstante, el 100% de los pacientes 
tratados, sin importar su dosis o duración, tuvieron resultados de qPCR no detectables hasta el 
final del seguimiento; mientras los pacientes del grupo Placebo mantuvieron resultados positivos 
durante todo el estudio. La distribución de tipos de secuencias de ADNSat de T. cruzi en las 
muestras pre- y pos-tratamiento del ensayo E1224 fue muy similar entre los pacientes del grupo 
Placebo y aquellos que recibieron tratamiento. Al mismo tiempo, las distancias genéticas 
estimadas a partir de los perfiles de PCR-RFLP de ADNk de las muestras pre- y pos-tratamiento 
de los pacientes del grupo Placebo revelaron una gran variabilidad en las poblaciones de T. cruzi 
circulantes a lo largo del seguimiento con distancias de Jaccard entre 0,00-0,85. Los resultados 
obtenidos para los pacientes tratados con E1224 estuvieron en el rango de los del grupo Placebo 
y no se encontraron diferencias significativas entre ellos. El perfil genético de los hemocultivos 
fue muy homogéneo y hubo una marcada prevalencia de aislamientos TcV. 
 
Este trabajo confirma la utilidad de la qPCR como marcador de respuesta terapéutica en ensayos 
clínicos de la enfermedad de Chagas y la mayor eficacia del BZN y el FXN respecto al E1224 en 
el tratamiento de la infección crónica por T. cruzi. Asimismo, contribuye a mejorar la tipificación 
de muestras de pacientes con bajas cargas parasitarias y los métodos de diagnóstico molecular de 
T. cruzi basados en la amplificación de ADNSat. Finalmente, nuestros hallazgos sugieren que la 
composición genética de las poblaciones parasitarias circulantes durante el seguimiento del 
ensayo E1224 reflejan la fluctuación natural de poblaciones policlonales de T. cruzi en la fase 
crónica de la enfermedad. Este es el primer estudio que aborda la caracterización molecular de la 
dinámica natural de las poblaciones de T. cruzi detectables en sangre periférica de pacientes con 





























1.1. Enfermedad de Chagas: descubrimiento y situación actual 
La enfermedad de Chagas o tripanosomiasis americana fue descubierta, junto a la identificación 
y caracterización de su agente etiológico y vector transmisor, en el año 1909 por el médico e 
investigador brasilero Carlos Chagas. El médico argentino Salvador Mazza describió en 1926 la 
magnitud de la endemia en Argentina, Bolivia y Paraguay. La enfermedad de Chagas es una 
enfermedad crónica debilitante que afecta la salud y el bienestar de un gran número de personas. 
Está muy relacionada con el desarrollo socio-económico de la población, constituyendo la 
enfermedad parasitaria principal del continente americano y representando uno de los problemas 
de salud pública más importantes de América Latina. 
 
Esta enfermedad es endémica en 21 países del continente americano, desde el sur de EEUU hasta 
el sur de Argentina y Chile, pero debido a la migración de individuos afectados se han reportado 
casos en otros países, sobre todo en Europa. Se estima que existen 6 millones de personas 
infectadas y 70 millones en riesgo de infección, su incidencia anual es de 30 mil nuevos casos 
por transmisión vectorial y 9 mil por transmisión congénita, y causa 12 mil muertes por año 
(WHO, 2015). En Argentina se calcula existen entre 1,5 millones de personas infectadas y más 
de 350 mil pacientes afectados por cardiopatías de origen chagásico (MSAL, 2017). 
Estimaciones recientes sugieren que menos del 1% de los individuos infectados ha tenido acceso 
al diagnóstico y el tratamiento de la enfermedad (Tarleton y col., 2014). 
 
1.2. Agente etiológico 
Trypanosoma cruzi es el agente etiológico de la enfermedad de Chagas, pertenece al orden de los 
kinetoplástidos, un grupo ampliamente distribuido de protozoos que poseen uno o dos flagelos. 
Los kinetoplástidos conforman un grupo monofilético que divergió tempranamente de una rama 
común de los organismos eucariotas. La característica morfológica que los distingue es una 
estructura prominente y paraflagelar conocida como kinetoplasto, que corresponde a una 
condensación de ADN y se localiza en el interior de una única mitocondria que está ramificada 
por toda la célula. A este orden pertenece la familia Trypanosomatidae, dentro de la que se 
encuentra el género Trypanosoma, uno de los más importantes por incluir varias especies que, 
como T. cruzi, ocasionan enfermedades en humanos, como T. brucei gambiense y T. brucei 
rhodesiense, agentes causales de la tripanosomiasis africana humana; y T. brucei brucei, T. 
equiperdum, T. evansi y T. equinum, causantes de enfermedades en animales. 
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1.3. Ciclo de vida de T. cruzi 
T. cruzi es un parásito unicelular que alterna su vida entre dos hospederos multicelulares, uno 
invertebrado y otro vertebrado (Figura I1). En función de la morfología celular (esférica, 
piriforme o alargada), la posición relativa entre el núcleo y el kinetoplasto (anterior, lateral o 
posterior), y la forma de salida del flagelo (central o lateral), se definen tres formas evolutivas: 
 
- Epimastigote: forma elongada, con el origen del flagelo próximo y por delante del núcleo. Se 
desarrollan en el vector y en cultivos axénicos, y constituyen una de las formas replicativas del 
parásito. Es la forma que con más facilidad se cultiva in vitro. 
 
- Tripomastigote: forma elongada, con el kinetoplasto situado por detrás del núcleo. El flagelo 
nace en su proximidad y emerge por un costado del cuerpo, se libera por el extremo anterior y 
crea la imagen de una membrana ondulante. Esta es la forma infectiva y no tiene capacidad 
replicativa, se encuentra en la circulación del mamífero (tripomastigote circulante) y en la 
ampolla rectal del vector (tripomastigote metacíclico). 
 
- Amastigote: forma esférica u ovalada, que carece de flagelo libre. Es la forma de localización 
intracelular y replicativa en el mamífero. 
 
La infección por T. cruzi es transmitida por insectos hematófagos, denominados comúnmente 
triatominos, a más de 100 especies diferentes de mamíferos salvajes y domésticos (Klotz y col., 
2010). El ciclo biológico de T. cruzi en el hospedero invertebrado se inicia cuando el insecto 
succiona la sangre de un animal infectado, e ingiere parásitos en su forma tripomastigote 
circulante. Al llegar al estómago del triatomino, los mismos se transforman a epimastigotes 
(forma replicativa) que posteriormente migran hacia el intestino, donde se multiplican. Por 
último, ocurre la transformación hacia la forma tripomastigote metacíclico (forma infectiva). En 
el hospedero vertebrado, el ciclo comienza cuando las formas tripomastigotes metacíclicos y 
epimastigotes son excretadas en las heces y orina del insecto vector sobre la piel o mucosas del 
vertebrado. Estas formas son incapaces de atravesar la piel intacta, pero ingresan al organismo a 
través de erosiones de la piel o mucosas, invadiendo las células del hospedero mamífero. 
 
Los tripomastigotes pueden infectar una amplia variedad de células (macrófagos, células 
musculares lisas y estriadas, células de Schwann, fibroblastos, células de la glía y neuronas), con 
excepción de eosinófilos y neutrófilos. Una vez que invaden la célula, los tripomastigotes se 
localizan en el interior de una vacuola parasitófora, transformándose posteriormente en 
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amastigotes (forma replicativa) en el citoplasma de la célula hospedera. Unas 35 horas después 
de la infección se inicia el proceso de división celular binaria, que prosigue por varios días 
dependiendo de la cepa de T. cruzi y el tipo de célula hospedera. Días más tarde, cuando la célula 
hospedera contiene cientos de amastigotes, se inicia un proceso de transformación sincronizado a 
la forma tripomastigote. Junto con el crecimiento del flagelo, los tripomastigotes comienzan un 
movimiento intenso, que parece ser el responsable de la ruptura de la célula hospedera y su 
subsiguiente liberación al espacio intercelular. Esta nueva generación tiene la capacidad de 
invadir nuevas células en el mismo sitio donde fueron liberadas, o salir a circulación, y 
distribuirse por todo el organismo. El ciclo de vida concluye o se reinicia cuando un triatomino 
se alimenta de la sangre de un animal con tripomastigotes circulantes (Tyler y Engman, 2001). 
 
 
Figura I1. Ciclo de vida y estadíos de T. cruzi. Durante la succión de sangre, el vector infectado 
deposita sus heces conteniendo tripomastigotes metacíclicos de T. cruzi sobre la piel o mucosas 
(a). Los mismos penetran por heridas (b), infectan a la célula hospedera, se diferencian a formas 
amastigotes y se multiplican (c). Luego, se diferencian a tripomastigotes, que rompen la célula, 
se liberan (d) e infectan nuevas células (e), entran al torrente sanguíneo (f), o colonizan tejidos 
formando nidos de amastigotes (g). Finalmente, los tripomastigotes circulantes son succionados 
durante la alimentación de un nuevo vector (h), diferenciándose a epimastigotes en su estómago 
(i), para pasar al intestino donde se multiplican y diferencian a tripomastigotes metacíclicos, 
reiniciando su ciclo de vida. Adaptado de Macedo y col. (2002). 
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1.4. Vías de transmisión de T. cruzi 
La principal vía de transmisión de T. cruzi es la vectorial. Los insectos capaces de infectarse y 
transmitir el parásito pertenecen a la familia Reduviidae, subfamilia Triatominae, que comprende 
más de 130 especies de los géneros Triatoma, Rhodnius y Panstrongylus. Se pueden distinguir 
tres ciclos de transmisión con intervención del vector: silvestre, peridoméstico y doméstico 
(Figura I2). En el ciclo silvestre el protozoario circula entre los insectos vectores y los 
reservorios silvestres (mamíferos de pequeño y mediano porte). La tripanosomiasis silvestre es 
frecuente en ambientes ecológicamente cerrados o semiabiertos, y varía de hospederos y vectores 
en función de factores como el clima, altitud, humedad, características fauno-florísticas y 
disponibilidad de alimentos. Las actividades asociadas a la deforestación así como el cambio 
climático han contribuido a poner en contacto a los vectores transmisores con los seres humanos 
(Steverding, 2014). El ciclo doméstico comprende la infección del hombre y la consecuente 
enfermedad de Chagas. En este ciclo, el hombre sobresale como principal reservorio de la 
infección, portando al parásito hacia las zonas urbanas, nuevas regiones y países no endémicos. 
En tanto, el ciclo peridoméstico comprende a mamíferos como roedores, marsupiales, gatos y 
perros que habitan el peridomicilio y están en contacto cercano con el hombre y sus residencias, 
y a los triatomas silvestres que son atraídos por el alimento y las luces de las viviendas. Este 
ciclo sirve de nexo entre los ciclos silvestre y doméstico. 
 
 
Figura I2. Intercambios producidos entre los ciclos silvestre, peridoméstico y doméstico de 
transmisión de T. cruzi. Adaptado de Coura y Dias (2009). 
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Una modalidad atípica de la transmisión vectorial es la ingestión oral por consumo de alimentos 
o bebidas contaminados con heces de triatominos infectados (Alarcón de Noya y col., 2010; 
Ramírez y col., 2013). T. cruzi también puede ser transmitido por transfusión de sangre, por vía 
congénita y trasplante de órganos, que constituyen las principales vías de transmisión en 
regiones no endémicas (Steverding, 2014). En las últimas décadas, en las zonas endémicas se 
han implementado programas de vigilancia entomológica y control de transfusiones y trasplantes 
de órganos, por lo que la vía de transmisión congénita ha adquirido una mayor relevancia. 
 
1.5. Infección por T. cruzi y enfermedad de Chagas 
La enfermedad presenta tres etapas bien definidas: fase aguda, fase crónica asintomática y fase 
crónica con manifestaciones cardíacas, digestivas o mixtas. La fase aguda, caracterizada por la 
presencia de una elevada parasitemia, se extiende entre 2-4 meses y suele ser asintomática, por lo 
que sólo un bajo porcentaje de casos es detectado en esta etapa. Aunque pueden presentarse 
manifestaciones sistémicas como fiebre, anorexia, adenopatía, hepatomegalia, esplenomegalia y 
miocarditis, usualmente es de curso benigno en pacientes inmunocompetentes con una tasa de 
letalidad entre 2-8%. En algunos casos se observan signos de puerta de entrada, lesiones 
cutáneas que son más frecuentes en cara y extremidades, y tienen aspecto furunculoide, de color 
rosado o violáceo, e indurados. Un signo típico es el que se observa en la región ocular, llamado 
signo de Romana-Mazza. Las manifestaciones clínicas de la fase aguda son más comunes en 
niños, donde el desarrollo de miocarditis aguda es mortal en el 5% de los casos. 
 
Superada la fase aguda, los individuos infectados pasan a un período crónico sin sintomatología 
clínica, caracterizado por una baja parasitemia y la presencia de anticuerpos IgG anti-T. cruzi. 
Aproximadamente un 70% de los individuos infectados permanece asintomático durante toda su 
vida, con exámenes radiográficos y electrocardiográficos normales. Mientras el 30% puede 
evolucionar a una forma crónica con manifestaciones clínicas (cardiopatía y megasíndromes 
digestivos). Esta etapa, en la que se mantienen las bajas parasitemias y los títulos elevados de 
anticuerpos, se caracteriza por una evolución lenta (entre 10-30 años) y el predominio de daño 
tisular. Los síndromes digestivos involucran un tercio de los pacientes con manifestaciones 
clínicas y consisten en la dilatación de vísceras (principalmente colon y esófago) debido a 
disfunciones neuronales causadas por el parásito. Por otro lado, en dos tercios de los pacientes la 
progresiva miocarditis lleva al desarrollo de la cardiopatía chagásica crónica. Sus síntomas más 
frecuentes son palpitaciones y disnea de esfuerzo. La evolución de la insuficiencia cardíaca, con 
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arritmias graves y trastornos de conducción, lleva en muchos casos a la muerte súbita. La 
prevalencia relativa de las distintas manifestaciones clínicas varía según las regiones geográficas 
(Zingales, 2017). Esta incidencia heterogénea de las formas clínicas en las distintas regiones 
endémicas podría obedecer tanto a diferencias genéticas de los parásitos circulantes (Macedo y 
col., 2004) como a factores relacionados con el hospedero (edad, género, etnia, reinfecciones, 
historia familiar de cardiopatía chagásica, entre otros) (Zicker y col., 1990; Pereira y col., 1992). 
 
1.6. Diagnóstico de la infección 
Durante la fase aguda, la infección se diagnostica por un examen físico con hallazgos referentes 
a los síntomas característicos de esta etapa. Dado que la parasitemia es elevada, los métodos de 
diagnóstico parasitológicos presentan una gran sensibilidad. Estos métodos también se utilizan 
para el diagnóstico de la infección congénita en neonatos y niños menores de 6 meses, ya que la 
falta de maduración del sistema inmune y la presencia de anticuerpos IgG maternos imposibilitan 
el uso de la serología para el diagnóstico de la infección. Asimismo, los métodos parasitológicos 
se utilizan para el diagnóstico de reactivaciones en pacientes inmunosuprimidos, en los que 
también se evidencia parasitemias elevadas. En la fase crónica asintomática, por el contrario, la 
serología reactiva contra T. cruzi es considerada el ensayo de referencia para el diagnóstico. En 
esta etapa de la infección los métodos parasitológicos presentan menor sensibilidad debido a la 
reducida parasitemia. El diagnóstico de laboratorio siempre debe complementarse con los 
antecedentes epidemiológicos y clínicos del paciente, como su procedencia, visitas a zonas 
endémicas y los antecedentes de transfusiones sanguíneas e infección materna. 
 
1.6.1. Diagnóstico serológico 
T. cruzi es un protozoario extremadamente antigénico, por lo que a los pocos meses de iniciada 
la infección existe una respuesta inmune humoral capaz de controlar el aumento de la 
parasitemia, mediada por anticuerpos líticos y enzimas del sistema de complemento. Estos 
anticuerpos contra diferentes antígenos de T. cruzi (de superficie, somáticos y de excreción), 
usualmente de las subclases IgG1 e IgG3 (Rottenberg y col., 1991), sirven de forma indirecta 
para el diagnóstico serológico. Los métodos de serología convencional más aplicados en el 
diagnóstico de la infección por T. cruzi son: hemoaglutinación indirecta (HAI), inmunoensayo 
enzimático (ELISA) e inmunofluorescencia indirecta (IFI). Su desempeño es aceptable en la 
mayoría de los casos, llegando a diagnosticar a más del 95% de los pacientes infectados con dos 
técnicas distintas. Los casos que presentan resultados discordantes requieren la confirmación con 
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un tercer método (Gomes y col., 2009). Los antígenos provenientes del lisado total del parásito 
presentan altos niveles de sensibilidad pero confieren baja especificidad, especialmente en 
regiones endémicas superpuestas con Leishmania o T. rangeli (Chiller y col., 1990; Malchiodi y 
col., 1994; Godsel y col., 1995). En las últimas décadas se han evaluado diferentes antígenos 
purificados (Schechter y col., 1986; Mendes y col., 1997), proteínas recombinantes (Moncayo y 
Luquetti, 1990; Umezawa y Silveira, 1999) y péptidos sintéticos (Umezawa y col., 2003; 
Hernández y col., 2010), que podrían mejorar la especificidad de estos ensayos. 
 
1.6.2. Diagnóstico parasitológico 
Los métodos parasitológicos se basan en la búsqueda del parásito en las muestras sanguíneas. 
Exhiben una sensibilidad variable que depende no sólo del método utilizado sino también del 
nivel de parasitemia del paciente. Existen métodos directos, que pueden aplicarse cuando las 
parasitemias son elevadas y están basados en el diagnóstico morfológico de T. cruzi. Se realizan 
a través del examen microscópico del parásito, detectado por el rápido movimiento de la forma 
tripomastigote. Entre estos se destacan el Strout, el microhematocrito (Freilij y col., 1983), el 
método en fresco y de gota gruesa. Sin embargo, aun en la fase aguda, se puede presentar un 
número relativamente bajo de parásitos en sangre, por lo que se recomienda emplear métodos 
que concentren la muestra y efectuar el diagnóstico en forma seriada. Los métodos indirectos 
permiten la detección del parásito luego de su amplificación. Dentro de estos se encuentran el 
xenodiagnóstico (Schenone, 1999; Portela-Lindoso, 2004), el hemocultivo (Chiari y col., 1989), 
la inoculación de animales sensibles (Pifano y col., 1954) y los métodos moleculares. 
 
1.6.3. Diagnóstico molecular 
El diagnóstico de enfermedades infecciosas basado en la detección de ácidos nucleicos está 
reemplazando gradualmente, o complementando, a los ensayos bioquímicos, inmunológicos y a 
aquellos basados en cultivo, en los laboratorios de microbiología (Espy y col., 2006; Jannes y De 
Vos, 2006). El método más utilizado es el de PCR, que se basa en el principio de amplificación 
exponencial de la secuencia de ADN específica a la que se dirige la reacción, lo cual le confiere 
una elevada sensibilidad y especificidad. Mediante el ensayo de PCR se amplifican secuencias 
específicas del ADN del parásito presente en la muestra. Por sus cualidades de abundancia, 
longitud y estabilidad de secuencia, diversas regiones del genoma nuclear y del kinetoplasto de 




La secuencia específica de T. cruzi con mayor número de repeticiones en el genoma nuclear es el 
ADN satélite (ADNSat), una secuencia conservada que constituye aproximadamente el 5% del 
genoma del parásito (Martins y col., 2008). El ADNSat está compuesto por unidades de 195 pb 
organizadas en repeticiones en serie de hasta 30 ± 10 kb en algunos cromosomas (Elias y col., 
2003). El número de copias de ADNSat por genoma oscila entre 9000-35000 en función del 
linaje de la cepa (Souza y col., 2011). Por otro lado, el ADN del kinetoplasto (ADNk) está 
compuesto por redes de maxicírculos y minicírculos concatenados, que representan entre 10-
20% del ADN total del parásito. Cada minicírculo está formado por cuatro regiones conservadas 
y cuatro regiones hipervariables, y existen alrededor de 30000 minicírculos por célula, para un 
total de 120000 copias de cada región por parásito (Cummings y Tarleton, 2003). 
 
Ambas secuencias repetitivas han sido utilizadas como blancos de amplificación para la 
detección por PCR de la infección por T. cruzi (Sturm y col., 1989; Avila y col., 1991; Britto y 
col., 1995; Vago y col., 1996). El diagnóstico por PCR ha funcionado con éxito durante la fase 
aguda de la infección (Antas y col., 1999) y en casos de infección congénita (Schijman y col., 
2003; Virreira y col., 2003; Bern y col., 2011). Además, ha sido utilizado para detectar la 
infección en pacientes pediátricos (Wincker y col., 1997) y en el seguimiento de pacientes con 
riesgo de reactivación debido a inmunosupresión pos-trasplante (Diez y col., 2007). En la fase 
crónica de la infección, la PCR ha sido utilizada en el diagnóstico y la evaluación de la respuesta 
a la terapia parasiticida. Sin embargo, la baja reproducibilidad y falta de estandarización de estos 
métodos han dificultado la extensión de su uso con fines diagnósticos. En este sentido, nuestro 
grupo encabezó un estudio que involucró a 26 laboratorios de 16 países con el fin de armonizar 
las estrategias de PCR utilizadas en el diagnóstico de T. cruzi. Como resultado de ese estudio, se 
logró un consenso que permitió dictar recomendaciones y protocolos armonizados para el 
diagnóstico de T. cruzi mediante métodos de PCR (Schijman y col., 2011). 
 
1.7. PCR como marcador de respuesta terapéutica 
La eficacia del tratamiento de la enfermedad de Chagas ha sido evaluada mediante la detección 
del parásito o la titulación de anticuerpos específicos. Hasta el momento, el único criterio de cura 
aceptado para la enfermedad de Chagas es la obtención de resultados serológicos no reactivos en 
pacientes que antes de ser tratados eran seropositivos. Sin embargo, en un paciente tratado la 
negativización serológica tarda un período de tiempo proporcional a la duración de su infección. 
Si el paciente es tratado durante la fase aguda, la serología se hace negativa entre 3-5 años. En 
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cambio, durante la fase crónica temprana se logran resultados entre 5-10 años, y en casos 
tratados durante la fase crónica tardía se necesitan entre 10-20 años luego del tratamiento para 
negativizar la serología. Por lo tanto, en pacientes con la infección crónica el monitoreo 
serológico no es satisfactorio para la práctica diaria ni para la realización de ensayos clínicos con 
drogas tripanocidas (Rassi y col., 2010; WHO, 2012; Viotti y col., 2014). 
 
El valor de las pruebas parasitológicas reside, principalmente, en sus resultados positivos. Un 
resultado de PCR positivo luego de un tratamiento es un marcador indirecto de falla terapéutica e 
indica la presencia de parásitos circulantes o de trazas de ADN de parásitos recientemente 
destruidos. Por el contrario, un resultado de PCR no detectable en pacientes tratados no puede 
ser interpretado como cura, ya que sólo indica la ausencia de parásitos en la muestra colectada 
(Pinazo y col., 2014; de Lana y Martins-Filho, 2015). De esta forma, un resultado de falla 
terapéutica puede ser detectado más tempranamente por positividad persistente de PCR pos-
tratamiento que mediante pruebas serológicas. Esta ventaja ha propiciado que los métodos de 
PCR hayan abierto prometedoras perspectivas en la evaluación de la respuesta terapéutica en 
estudios a corto plazo, a través del monitoreo de la carga parasitaria en circulación sanguínea 
antes, durante y después del tratamiento (Pinazo y col., 2014; Porrás y col., 2015). 
 
Un avance importante en ese sentido fue el diseño de estrategias de PCR en tiempo real (qPCR) 
con especial interés en proporcionar un marcador indirecto de la eficacia del tratamiento (Piron y 
col., 2007; Duffy y col., 2009; Qvarnstrom y col., 2012). Estos métodos demostrarían su utilidad 
como marcadores de falla terapéutica en posteriores ensayos clínicos con drogas tripanocidas 
(Moreira y col., 2013; Molina y col., 2014). En este contexto, nuestro grupo realizó un estudio 
multicéntrico dirigido a la validación de estrategias de qPCR multiplex basadas en sondas 
TaqMan para la cuantificación de ADN de T. cruzi y la detección simultánea de un control 
interno de amplificación (IAC) (Duffy y col., 2013; Ramírez y col., 2015). Estos procedimientos 
han sido utilizados en varios estudios para evaluar la respuesta al tratamiento en pacientes 
adultos con la infección crónica (Álvarez y col., 2015; Fernández y col., 2016). 
 
1.8. Tratamiento con drogas tripanocidas 
El tratamiento parasiticida de la enfermedad es recomendado en la mayoría de los países para los 
casos de infección aguda, Chagas congénito y niños menores de 14 años (WHO, 2002). Aunque 
los pacientes crónicos han sido incluidos en las guías su tratamiento queda a consideración del 
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facultativo que en general sólo prescribe paliativos para los síntomas clínicos de la enfermedad. 
En 1983 un comité de expertos no recomendó el uso del tratamiento etiológico en la fase crónica 
a la espera de contar con más evidencias acerca de su eficacia y de la implicación de mecanismos 
autoinmunes en la evolución de la enfermedad (Brener, 1984; Cunha-Neto y col., 1995). Sin 
embargo, estudios posteriores demostraron la presencia de T. cruzi en las lesiones inflamatorias 
de pacientes con manifestaciones cardíacas y digestivas (Zhang y Tarleton, 1999; Vago y col., 
2000; Schijman y col., 2004; Benvenuti y col., 2008). Asimismo, fue observado un aumento de 
la infección por T. cruzi y las manifestaciones clínicas de la enfermedad en pacientes 
inmunosuprimidos (Schijman y col., 2000; Vaidian y col., 2004; Fiorelli y col., 2005; Diez y 
col., 2007; Cordova y col., 2008), y varios estudios clínicos evidenciaron el efecto positivo del 
tratamiento tripanocida sobre la evolución de la enfermedad (Viotti y col., 1994, 2006; de 
Andrade y col., 1996; Sosa-Estani y col., 1998). Todo esto, llevó a que fuese propuesto un nuevo 
paradigma respecto a la conducta terapéutica de la enfermedad de Chagas, en favor de brindar 
tratamiento parasiticida a todos los pacientes con infección crónica (Viotti y col., 2014). 
 
Hasta el momento sólo dos compuestos han sido aprobados para el tratamiento de la enfermedad 
de Chagas, el nifurtimox (NFX), lanzado por Bayer en 1967, y el benznidazol (BZN), lanzado 
por Roche en 1972 (WHO, 2002). Ambas drogas han sido eficaces en el tratamiento de la 
infección congénita y en casos de infección aguda, pero requieren terapias prolongadas (60-90 
días) y exhiben efectos adversos indeseables, sobre todo en adultos (Urbina, 2010, 2015). Por 
otro lado, han mostrado eficacias variables en dependencia de la región geográfica, lo que podría 
estar relacionado con las diferencias de sensibilidad de las cepas circulantes en las distintas áreas 
endémicas (Murta y col., 1998; Zingales y col., 2014). Con lo que, a partir de la acumulación de 
nuevas evidencias en favor del tratamiento de la infección crónica, se sentaron las bases para el 
desarrollo de nuevos compuestos tripanocidas y el inicio de ensayos clínicos. 
 
Los inhibidores de la síntesis del ergosterol, posaconazol y ravuconazol, fueron los primeros 
compuestos en ser evaluados, luego de demostrar actividad in vitro contra la forma amastigote de 
T. cruzi y ser capaces de inducir cura parasitológica en modelos experimentales de la enfermedad 
(Urbina, 2010, 2015). La eficacia del posaconazol en el tratamiento de la infección crónica fue 
analizada en los ensayos CHAGASAZOL (Molina y col., 2014) y STOP-CHAGAS (Morillo y 
col., 2017), pero en ambos estudios obtuvo un elevado porcentaje de falla terapéutica; mientras 
más del 90% de los pacientes tratados con BZN tuvo qPCRs no detectables sostenidas durante el 
año de seguimiento. Este inesperado fracaso trajo como consecuencia un replanteamiento de las 
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estrategias a seguir en el proceso de investigación-desarrollo de nuevos compuestos tripanocidas 
y el establecimiento de los criterios de aceptación de potenciales candidatos para el tratamiento 
de la enfermedad de Chagas (Chatelain, 2015); los cuales se resumen en la Tabla I1. 
 
Tabla I1. Criterios de aceptación recomendados para potenciales candidatos para el tratamiento 
de la enfermedad de Chagas. Adaptado de Chatelain (2015). 
Propiedades Aceptable Ideal 
Población blanco Pacientes crónicos Pacientes crónicos y agudos 
Cepas sensibles TcI, TcII, TcV y TcVI Todas 
Distribución Todas las áreas Todas las áreas 
Adultos/niños Adultos Todos 
Eficacia clínica Equivalente al BZN Superior al BZN 
Seguridad Superior al BZN Superior al BZN y al NFX 
Actividad contra 
cepas resistentes No necesaria 
Activo contra cepas resistentes a 
nitrofuranos y nitroimidazoles 
Contraindicaciones Embarazo/lactancia Ninguna 
Precauciones Sin genotoxicidad, ni potencial proarrítmico 
Sin genotoxicidad, 
teratogenicidad, efecto inotrópico 
negativo, ni potencial proarrítmico 
Interacciones con 
otras drogas 
Sin interacción clínicamente 
significativa con antihipertensivos, 
antiarrítmicos, ni anticoagulantes 
Ninguna 
Presentación Oral Oral 
Estabilidad  3 años 5 años 
Régimen de 
dosificación 
Comparable a tratamientos 
antifúngicos sistémicos Una vez al día/30 días 
 
Sin embargo, los resultados del ensayo BENEFIT, en el que no se encontraron evidencias de que 
la terapia tripanocida redujese la evolución de la enfermedad en pacientes con cardiopatía 
chagásica luego de 5 años de seguimiento (Morillo y col., 2015), han aumentado el debate sobre 
la conveniencia del tratamiento de la infección crónica. No obstante, estos resultados no niegan 
la validez del tratamiento de pacientes crónicos, sino que reflejan la necesidad de comenzar la 
terapia en fases tempranas de la enfermedad. Por otro lado, los criterios de inclusión y otros 
aspectos del diseño de este ensayo han sido fuertemente cuestionados (Rassi y col., 2017), por lo 
que serán necesarios nuevos estudios para llegar a un consenso definitivo respecto al tratamiento 
etiológico de esta enfermedad. En ese sentido, en los últimos años se han venido desarrollando 
varios potenciales compuestos tripanocidas, como el Fexinidazol, cuya evaluación clínica podría 
contribuir a resolver este dilema (Buckner, 2011; Moraes y col., 2014; Sales y col., 2017). 
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1.9. Origen, estructura poblacional y clasificación de T. cruzi 
Como todos los tripanosomátidos son parásitos, se ha propuesto la existencia de una forma 
ancestral que dio origen a los tripanosomas de África, América y Australia. Esta hipótesis es 
apoyada por el análisis filogenético de los genes ribosomales 18S (Maslov y col., 1996) y sugiere 
que dicha forma ancestral surgió antes de la separación de los continentes en la era Mesozoica 
200 millones de años atrás. Posiblemente, el surgimiento de la rama de T. cruzi ocurrió antes de 
la separación del supercontinente Gondwana en la era Cenozoica y evolucionó en los ancestros 
de los marsupiales, aproximadamente, 40 millones de años atrás (Yeo y col., 2005). 
 
La estructura poblacional de T. cruzi ha sido atribuida a una predominante evolución clonal con 
baja tasa de recombinación genética (Tibayrenc y Ayala, 1991, 2002, 2015). Este modelo no 
implica la ausencia absoluta de recombinación, sino a una frecuencia muy baja de ésta, que no 
altera significativamente la propagación clonal del parásito. Sin embargo, numerosas evidencias 
indican que el intercambio genético podría ser frecuente y ha tenido un papel fundamental en la 
actual estructura poblacional de T. cruzi (Sturm y Campbell, 2010; Lewis y col., 2011; Ramírez 
y Llewellyn, 2014; Messenger y Miles, 2015). Así, mientras la teoría de la evolución clonal 
explica el modo usual de expansión de las poblaciones de T. cruzi, es ampliamente aceptado que 
los eventos de hibridación han tenido un impacto importante en la evolución de esta especie, 
incluyendo la existencia de linajes híbridos (Westenberger y col., 2005; de Freitas y col., 2006; 
Lewis y col., 2011; Messenger y Miles, 2015; Tomasini y Diosque, 2015). La recombinación ha 
sido observada mediante diversas estrategias, como análisis de isoenzimas (Carrasco y col., 
1996; Bogliolo y col., 1996), amplificación al azar de ADN polimórfico (RAPD, por sus siglas 
en inglés) y estudios de cariotipo (Brisse y col., 2003; Lima y col., 2013), análisis de secuencias 
nucleotídicas (Sturm y col., 2003; El Sayed y col., 2005; Sturm y Campbell, 2010) y 
microsatélites (Messenger y col., 2012). En particular, Gaunt y col. (2003) y Lewis y col. (2009) 
demostraron la capacidad de recombinación de T. cruzi in vitro mediante la selección artificial de 
recombinantes con doble resistencia a drogas en el sobrenadante de células Vero infectadas. 
 
La gran variabilidad de T. cruzi puede verse reflejada en su morfología (de Souza, 2002), 
enzimas específicas (Miles y col., 1978), patrones de infectividad y patogenicidad (Mortara y 
col., 2005), susceptibilidad a agentes quimioterapéuticos (Murta y col., 1998; Moraes y col., 
2014), propiedades inmunológicas (Di Noia y col., 2002) y tropismo tisular en animales de 
experimentación (Camandaroba y col., 2006). El estudio de la diversidad genética de T. cruzi se 
INTRODUCCIÓN 
13 
ha visto obstaculizado por la falta de métodos estandarizados de tipificación y por la utilización 
de múltiples nomenclaturas. Entre los primeros marcadores moleculares polimórficos estudiados 
se encontraron los genes del ADN ribosomal (ADNr) y la región intergénica del miniexón o 
spliced-leader (SL-IR), que permitieron dividir a T. cruzi en dos grupos principales (Souto y 
Zingales, 1993; Souto y col., 1996; Nunes y col., 1997; Fernandes y col., 1998), denominados 
como T. cruzi I y II. Posteriormente, la creación de un algoritmo de PCR basado en las 
secuencias de SL-IR y los genes del ADNr 24Sα y 18S permitió la clasificación de T. cruzi en 
seis linajes (TcI, TcIIa-e) (Brisse y col., 2001; Tibayrenc, 2003). En el año 2009, en base a los 
últimos estudios filogenéticos y epidemiológicos, un comité de expertos acordó la clasificación 
de las cepas de T. cruzi en seis unidades discretas de tipificación (UDTs, TcI-TcVI) (Zingales y 
col., 2009). Estas UDTs se definen como un conjunto de cepas que se encuentran genéticamente 
más relacionadas entre sí que con cualquier otra cepa y que son identificadas por medio de 
marcadores genéticos, moleculares o inmunológicos (Tibayrenc, 1998). Las seis UDTs de T. 
cruzi han sido asociadas con diferentes distribuciones geográficas y ciclos de transmisión (Miles 
y col., 2009; Zingales y col., 2012), representadas en la Figura I3. 
 
 
Figura I3. Distribución geográfica aproximada de las UDTs TcI-TcVI de T. cruzi en los ciclos 




En los años recientes, en varias regiones de América de Sur y Central, se han caracterizado una 
serie de aislamientos de T. cruzi asociados a murciélagos, los cuales han mostrado un genotipo 
diferente a las seis UDTs descritas hasta el momento. Estos análisis indicaron la existencia de un 
nuevo grupo evolutivo, denominado Tcbat, genéticamente más cercano a TcI pero claramente 
segregado del resto de las UDTs (Marcili y col., 2009; Pinto y col., 2012; Lima y col., 2015). 
 
1.10. Origen de las UDTs de T. cruzi 
A partir de la diferenciación por evolución clonal de los progenitores ancestrales se plantea la 
existencia de eventos aislados de hibridación, seguidos por propagación clonal, para dar lugar a 
las seis UDTs actuales (TcI-TcVI). Tres modelos evolutivos alternativos han sido propuestos 
considerando diferentes marcadores moleculares y poder discriminatorio (Figura I4), conocidos 
como el modelo de Dos Hibridaciones (Westenberger y col., 2005), el de Tres Ancestros (de 
Freitas y col., 2006) y un tercer modelo postulado por Tomasini y Diosque (2015). 
 
 
Figura I4. Modelos evolutivos y origen de las UDTs TcI-TcVI de T. cruzi. A: modelo de Dos 
Hibridaciones (Westenberger y col., 2005), B: modelo de Tres ancestros (de Freitas y col., 
2006), y C: modelo propuesto por Tomasini y Diosque (2015). Para los modelos A y B los 
rectángulos representan las diferentes UDTs y los óvalos los eventos de hibridación, mientras 
que cada color representa un clado mitocondrial diferente. Adaptado de Zingales y col. (2012). 
 
Después del análisis de nueve loci nucleares de 26 aislamientos, Westenberger y col. (2005) 
postularon la hipótesis de que una fusión ancestral entre cepas TcI y TcII llevó, a través de un 
extenso período de propagación clonal y perdida de heterocigosis, al origen de TcIII y TcIV. 
Según su modelo, un evento de hibridación posterior entre cepas TcII y TcIII generó las UDTs 
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TcV y TcVI, luego de un nuevo proceso de evolución clonal independiente. En este escenario, 
sólo TcI y TcII serían considerados linajes homocigotas, mientras TcIII, TcIV, TcV y TcVI, 
corresponderían a linajes híbridos. Por su parte, con el análisis de cinco loci microsatélites y tres 
genes mitocondriales de 75 aislamientos, de Freitas y col. (2006) propusieron la existencia de al 
menos tres linajes ancestrales (TcI-III) y dos recientes e independientes eventos de hibridación 
entre cepas TcII y TcIII para dar origen a los linajes híbridos TcV y TcVI. Este modelo sugiere 
un origen evolutivo independiente de las cepas TcIII y TcIV, cuyas secuencias mitocondriales 
son similares entre sí pero diferentes a las de TcI y TcII, y que los híbridos TcV y TcVI habrían 
heredado el genoma mitocondrial de su parental TcIII. La principal discrepancia entre ambos 
modelos está en el origen de TcV y TcVI, por medio de un único evento de hibridación con 
incorporación de secuencias nucleares de TcI a través de TcIII (Westenberger y col., 2005), o 
por medio de dos eventos de hibridación excluyendo a TcI (de Freitas y col., 2006). 
 
Recientemente, Tomasini y Diosque (2015) plantearon un tercer escenario de mayor complejidad 
a partir del análisis de 13 genes constitutivos de 25 aislamientos y conjuntos de datos reportados 
en trabajos anteriores. Según estos autores, TcII y un ancestro común de TcI/III/IV divergieron 
de un ancestro parental, seguido por la separación y subdivisión de TcIV en poblaciones del Sur 
(TcIVS) y el Norte (TcIVN) de América. Subsecuentemente, TcI y TcIII también divergieron de 
su ancestro común y TcIII recibió ADN mitocondrial de TcIVS a través de múltiples eventos de 
introgresión, también descritos por otros autores (Lewis y col., 2011; Messenger y col., 2012). 
Finalmente, y en concordancia con el modelo de Tres Ancestros, dos recientes e independientes 
eventos de hibridación entre TcII y TcIII dieron lugar al origen de TcV y TcVI. 
 
1.11. Métodos de genotipificación de T. cruzi 
La asignación precisa de UDTs, necesaria para estudios genéticos y epidemiológicos, requiere de 
estrategias de genotipificación reproducibles, rápidas y relativamente sencillas de realizar en 
cualquier laboratorio especializado. A través de los años, se han utilizado numerosos enfoques 
para caracterizar la diversidad bioquímica y genética de T. cruzi. El análisis de un único blanco 
molecular no permite la resolución completa de una UDT y su uso tampoco es aconsejable 
debido a la potencial existencia de eventos de intercambio genético. A continuación se comentan 
los principales métodos de tipificación de T. cruzi desarrollados hasta la fecha: 
 
- Brisse y col. (2001) propusieron un sistema de PCRs dirigidas a la amplificación de la región 
SL-IR (Souto y col., 1996), el dominio D7 del gen del ADNr 24Sα (Souto y Zingales, 1993), y 
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de regiones variables del gen del ADNr 18S (Clark y Pung, 1994). La asignación de cada UDT 
de T. cruzi se realiza en base al polimorfismo de tamaño de los productos de amplificación. 
 
- Rozas y col. (2007) realizaron un análisis de PCR-RFLP (del inglés restriction fragment length 
polymorphism) sobre 12 loci nucleares que evidenció diferencias inter-UDTs. La combinación 
de uno, dos o tres de estos ensayos permite la correcta asignación de las seis UDTs. La mayor 
desventaja de esta metodología es su considerable complejidad. 
 
- Burgos y col. (2007, 2010) propusieron un algoritmo optimizado de PCRs anidadas y de inicio 
caliente para la tipificación de muestras clínicas directas. Primero se amplifica un fragmento de 
SL-IR que incluye una inserción de 50 pb característica de TcIII y TcIV (Fernandes y col., 
1998). En el segundo paso se realizan dos reacciones de PCR semianidadas sobre SL-IR para 
caracterizar a TcI y al grupo TcII/V/VI. Otro conjunto de reacciones de PCR semianidadas sobre 
el dominio D7 del gen del ADNr 24Sα y sobre una región dimorfa dentro del fragmento nuclear 
A10 (Brisse y col., 2000), permiten distinguir entre las UDTs TcII, TcV y TcVI. 
 
- D’Avila y col. (2009) plantearon otro ensayo de tipificación molecular basado en tres 
marcadores. Un primer ensayo de PCR-RFLP del gen de la citocromo oxidasa II (COII) (de 
Freitas y col., 2006) discrimina TcI y TcII del resto de las UDTs. En segunda instancia, se 
amplifica la región SL-IR (Burgos y col., 2007) para separar dos grupos bien definidos, 
conformados por TcIII/IV y TcV/VI. Finalmente, se resuelven todas las UDTs por medio de la 
amplificación del gen del ADNr 24Sα (Souto y Zingales, 1993). 
 
- Lewis y col. (2009) propusieron un ensayo con tres marcadores para la discriminación de todas 
las UDTs mediante la amplificación del gen del ADNr 24Sα (Souto y Zingales, 1993) y 
estrategias de PCR-RFLP de los genes de la proteína 60 de choque térmico (HSP60) y de la 
glucosa-6-fosfato isomerasa (GPI) (Westenberger y col., 2005). 
 
- Hamilton y col. (2011) desarrollaron un esquema basado en la obtención de fragmentos de PCR 
marcados por fluorescencia (FFLB, por sus siglas en inglés) de cuatro dominios del ADNr, que 
permite distinguir varias especies de tripanosomátidos y todas las UDTs de T. cruzi, incluyendo 
Tcbat. Sin embargo, esta estrategia no diferencia a TcV y TcVI de TcIII y TcII, respectivamente. 
 
- Yeo y col. (2011) y Lauthier y col. (2012) introdujeron esquemas de tipificación multilocus de 
secuencias (MLST, por sus siglas en inglés), que permiten la resolución de las distintas UDTs en 
base a la secuenciación de 4-10 genes constitutivos de copia única. Estos ensayos proporcionan 
un alto poder de discriminación, incluyendo la resolución de genotipos únicos dentro de cada 
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UDT. Los datos obtenidos son reproducibles y transferibles, y por ello el MLST es considerado 
el método de referencia para la caracterización de cepas de T. cruzi (Zingales y col., 2012). Sin 
embargo, esta técnica es relativamente compleja de realizar, limitando el análisis de grandes 
colecciones. Además, la caracterización de genes de copia única, y la consecuente limitación en 
la sensibilidad de los ensayos, dificultarían su aplicación en estudios de campo. 
 
- Cosentino y Agüero (2012) desarrollaron un ensayo de PCR-RFLP sobre el gen de copia única 
TcSC5D que posibilita la distinción de las seis UDTs y Tcbat. Consiste en una única reacción de 
PCR seguida por dos reacciones de RFLP o de secuenciación directa, que caracterizarían a los 
diferentes grupos. A pesar de su aparente sencillez, esta metodología conlleva el inconveniente 
intrínseco de evaluar un único blanco molecular, con el riesgo de que algunas cepas presenten 
rasgos de homoplasia en sitios claves para la discriminación. Por otro lado, la amplificación de 
un locus de copia única limita la sensibilidad del ensayo a la caracterización de cepas en cultivo. 
 
- Cura y col. (2015) implementaron una estrategia de tipificación por qPCR multiplex con sondas 
TaqMan que permite identificar las seis UDTs en un conjunto de tres reacciones secuenciales. La 
primera está dirigida a la región SL-IR y permite discriminar entre TcI y los grupos TcII/V/VI y 
TcIII/IV. La segunda reacción multiplex aborda la resolución del grupo TcII/V/VI a través de la 
amplificación y detección de variantes específicas de los genes del ADNr 18S y de la COII. 
Mientras la tercera está dirigida al dominio D7 del gen del ADNr 24Sα y permite resolver el 
grupo TcIII/IV. Este método tiene las ventajas propias de los ensayos de qPCR pero posee baja 
sensibilidad, lo que limita su utilidad a la caracterización de muestras de pacientes agudos, 
reactivados por inmunosupresión, casos congénitos o cepas en cultivo. 
 
- Diez y col. (2010) y Bontempi y col. (2016) se basaron en la identificación de secuencias de la 
región hipervariable de los minicírculos con mayor frecuencia de aparición en algunos linajes 
(Telleria y col., 2006; Velázquez y col., 2008) para desarrollar el ensayo MLS-PCR (del inglés 
minicircle lineage-specific), que permite detectar la presencia de infecciones simples o mixtas de 
TcI, TcII, TcV y TcVI en muestras clínicas. Este método involucra la amplificación de las 
secuencias blanco mediante una PCR anidada y la posterior identificación de los linajes por 
hibridación con sondas radioactivas específicas. Debido al elevado número de copias de las 
regiones hipervariables de los minicírculos del ADNk este ensayo tiene buena sensibilidad. Sin 
embargo, la heterogeneidad de los minicírculos dentro de TcIII y TcIV (Ortiz y col., 2017) ha 
impedido que este abordaje sea extendido a la tipificación de estas UDTs. Por otro lado, el uso 
de sondas radioactivas dificulta la aplicación de esta metodología en estudios a gran escala. 
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También se ha estudiado la variabilidad del ADNk mediante restricción enzimática, mostrando 
bandas de digestión cepa-específica (Morel y col., 1980). Este método fue perfeccionado con una 
amplificación previa de la región hipervariable del minicírculo del ADNk, dando lugar al ensayo 
de PCR-RFLP (Sturm y col., 1989), y ha sido ampliamente utilizado en la caracterización de 
muestras clínicas (Vago y col., 1996, 2000; Burgos y col., 2005, 2008, 2010). Por otro lado, el 
análisis de secuencias de ADNSat mostró la existencia de dos tipos de secuencias, definidas 
como TcI y TcII en función de su correspondencia con las cepas de esos linajes (Elias y col., 
2005). Ambos tipos de secuencias fueron encontradas en cepas de los linajes híbridos TcV y 
TcVI. Sin embargo, hasta la fecha este blanco molecular no ha sido utilizado para la tipificación 
de T. cruzi, quizás debido a que el análisis de secuencias TcIII mostró resultados contradictorios 
y a que aún no han sido caracterizadas secuencias TcIV (Elias y col., 2005; Ienne y col., 2010). 
 
1.12. Estructura policlonal de las poblaciones naturales de T. cruzi 
T. cruzi es una especie compuesta de poblaciones heterogéneas que circulan por la naturaleza 
entre el hombre, vectores, animales domésticos y reservorios silvestres (Fernandes y col., 1997). 
Los pacientes en las regiones endémicas pueden ser infectados en múltiples ocasiones por 
diferentes triatominos y estos a su vez pueden picar a diferentes individuos infectados. Esta 
promiscuidad propicia la formación de poblaciones policlonales en vectores y hospederos, y 
conduciendo a la obtención de cepas policlonales cuando son aisladas en cultivo (Macedo y col., 
2002). Varios estudios moleculares basados en análisis de RFLP de ADNk (Morel y col., 1980; 
Deane y col., 1984; Carneiro y col., 1991) y loci microsatélites (Oliveira y col., 1998, 1999) han 
demostrado la policlonalidad de varias cepas de T. cruzi. Recientemente, se han detectado 
diferentes UDTs en muestras de sangre seriadas de pacientes crónicos (Sánchez y col., 2013), y 
en muestras pre- y pos-tratamiento de un mismo paciente (Martínez-Pérez y col., 2016). 
 
Debido a la propagación clonal, cada clon presente en una cepa particular se reproduce por 
división binaria y se mantiene sin cambios por un elevado número de generaciones hasta que 
ocurren mutaciones. De esta forma, las cepas de T. cruzi están compuestas por un conjunto de 
clones que puede ser estabilizado por relaciones simbióticas pero cuyo equilibrio podría verse 
afectado en diferentes ambientes. Una situación particularmente estresante podría ser el paso del 
vector invertebrado al hospedero humano, principalmente por el cambio de temperatura y la 
acción del sistema inmune humano, lo que llevaría a la eliminación de algunos clones por su 
incapacidad de competir y propagarse en el nuevo entorno o por la acción de los mecanismos de 
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defensa del hospedero, simplificando la complejidad de la cepa infectante (Figura I5). En este 
sentido, se ha demostrado que las cepas aisladas de vectores o reservorios silvestres son más 
complejas genéticamente que aquellas obtenidas de pacientes con infección aguda, y que a su 
vez las cepas de estos últimos son más complejas que las aisladas de pacientes con infección 
crónica (Oliveira y col., 1998, 1999). Asimismo, debido al polimorfismo genético, diferentes 
clones de una cepa pueden presentar tropismo por diferentes tejidos, por lo que la diversidad de 
las poblaciones infectantes y su tropismo específico puede ser un factor determinante en el curso 
clínico que tome la enfermedad (Macedo y col., 2002). Este escenario constituye el denominado 
modelo de histotropismo clonal de la enfermedad de Chagas (Macedo y Pena, 1998). 
 
 
Figura I5. Esquema del proceso de reducción de las poblaciones policlonales de T. cruzi. El 
paso de la población policlonal del vector invertebrado al humano conlleva la selección de 
algunos clones parasitarios (a), decreciendo la complejidad de la cepa infectante en la fase 
aguda. Esta reducción de clones es aún mayor en la fase crónica (b). La selección clonal también 
puede ocurrir durante el aislamiento del parásito (c) y su cultivo in vitro (d), por lo que las 
poblaciones analizadas por métodos moleculares dependerán del proceso de aislamiento de la 
cepa de la sangre del paciente. Adaptado de Macedo y col. (2002). 
 
1.13. Implicaciones clínicas de la variabilidad genética de T. cruzi 
La infección humana es un evento reciente en la historia evolutiva del parásito, por lo que es 
esperable que diferentes cepas de T. cruzi posean diversas tasas de infectividad y virulencia, así 
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como diferente capacidad para desarrollar la enfermedad en el hospedero humano. La existencia 
de poblaciones parasitarias heterogéneas y de una enfermedad con múltiples manifestaciones 
clínicas permite suponer una relación entre ambas características. Sin embargo, varios estudios 
no han podido correlacionar la variabilidad genética del parásito con los síntomas clínicos de la 
enfermedad. Esto podría deberse a que los aislamientos de T. cruzi de muestras de sangre 
podrían no representar el complejo universo de clones parasitarios que infectan al paciente, ya 
sea porque algunas poblaciones podrían quedar secuestradas en los tejidos con baja circulación 
en sangre (Vago y col., 2000; D’Avila y col., 2009; Burgos y col., 2010), o porque los estudios 
realizados podrían estar sesgados si el proceso de análisis implica una amplificación parasitaria 
por cultivo in vitro o pasaje en modelo animal, lo que podría inducir la selección de ciertos 
clones (Macedo y col., 2002). De igual forma, hay que considerar que pueden existir pacientes 
con alteraciones cardíacas y/o digestivas subclínicas, que se interpreten como asintomáticos, y el 
papel que podrían tener los factores relacionados con el hospedero en la manifestación de una u 
otra sintomatología clínica (Zicker y col., 1990; Pereira y col., 1992; Zingales, 2017). 
 
Uno de los principales objetivos de los estudios taxonómicos es identificar el significado clínico 
de las clasificaciones biológicas de T. cruzi, a través de la asociación de sus genotipos con las 
manifestaciones clínicas de la enfermedad. En ese sentido, se ha demostrado que la presencia de 
mutaciones específicas en genes mitocondriales de T. cruzi podría estar relacionada con 
complicaciones vinculadas a la fase crónica de la enfermedad (Carranza y col., 2009). Por otro 
lado, se han encontrado diferencias en las poblaciones de T. cruzi circulantes en pacientes con 
cardiopatía chagásica respecto a las de aquellos que no la padecen (Venegas y col., 2009). En 
pacientes con la forma cardiodigestiva de la enfermedad se han encontrado diferentes perfiles de 
PCR-RFLP de ADNk en las muestras de uno y otro órgano, indicando la distribución diferencial 
en tejidos de poblaciones de T. cruzi diferentes (Vago y col., 2000). Otro hallazgo interesante, a 
partir del análisis de loci de ADN microsatélites, ha sido la detección de diferentes poblaciones 
parasitarias en sangre y tejido cardíaco de pacientes infectados (Burgos y col., 2007; Valadares y 
col., 2008), sugiriendo que las manifestaciones clínicas de la enfermedad podrías ser causadas 
por poblaciones específicas de T. cruzi. De igual forma, se ha confirmado la existencia de 
diferentes poblaciones parasitarias en muestras de circulación periférica y del sistema nervioso 
central en pacientes reactivados debido a coinfección por VIH (Burgos y col., 2005, 2008). 
 
Por otro lado, se ha postulado que la variabilidad genética de T. cruzi podría estar implicada en 
su respuesta diferencial a drogas (Murta y col., 1998; Villarreal y col., 2004). Estudios recientes 
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han demostrado la existencia de una amplia diversidad de respuesta a drogas tripanocidas en 
ensayos in vitro frente a cepas de T. cruzi de diferentes linajes (Moraes y col., 2014), y existen 
observaciones de diferentes tasas de seronegativización en cohortes de pacientes de distintas 
regiones geográficas tratados con BZN (Yun y col., 2009), sugiriendo la implicancia de las cepas 
circulantes en la variabilidad de esta respuesta. Sin embargo, no se ha podido relacionar la 
susceptibilidad al BZN de aislamientos pre-tratamiento con el resultado terapéutico, mientras 
que aislamientos pos-tratamiento de pacientes con falla terapéutica mostraron un incremento de 
su resistencia al BZN; sin que el análisis de loci de ADN microsatélites revelase la selección de 
subpoblaciones entre los hemocultivos pre- y pos-tratamiento (Moreno y col., 2010). 
 
Otros estudios han identificado cepas de T. cruzi refractarias al tratamiento pero no han podido 
confirmar si se trata de resistencia natural o inducida (Veloso y col., 2001). En Colombia, se ha 
reportado la circulación de cepas con una amplio rango de susceptibilidad al BZN, incluyendo la 
existencia de cepas naturalmente resistentes (Mejía-Jaramillo y col., 2012). La resistencia natural 
de T. cruzi ha sido confirmada en cepas aisladas de vectores y reservorios silvestres de zonas 
geográficas en donde no se han presentado casos autóctonos de la enfermedad, por lo que el 
parásito nunca debió estar en contacto con drogas tripanocidas (Filardi y Brener, 1987). Además, 
se ha inducido resistencia in vivo al BZN y NFX cuando los parásitos estuvieron en contacto 
previo con estos compuestos (Andrade y col., 1977). Una hipótesis es la selección de clones o 
subpoblaciones resistentes, los cuales proliferan y persisten en el hospedero (Murta y Romanha, 
1998), y de hecho se ha encontrado que clones con susceptibilidad diferencial a drogas exhiben 
diferentes tasas de crecimiento en el hospedero (Macedo y col.., 2004). 
 
La selección de clones resistentes podría explicar la persistencia parasitaria en el hospedero 
luego de tratamientos con drogas tripanocidas. Sin embargo, no existen estudios genéticos de 
poblaciones naturales de T. cruzi infectando hospederos humanos que hayan permitido asociar 
genotipos específicos del parásito con eventos de falla terapéutica o esclarecer si este fenómeno 
se debe a resistencia natural o inducida. En este contexto, esta tesis propone la caracterización 
del polimorfismo genético de las poblaciones naturales de T. cruzi detectables en circulación 
periférica de pacientes crónicos enrolados en ensayos clínicos con drogas tripanocidas, con el 
propósito de comparar la variabilidad observada entre las poblaciones parasitarias pre- y pos-

























Caracterizar la respuesta parasitológica al tratamiento con drogas tripanocidas y el polimorfismo 
genético de las poblaciones naturales de T. cruzi detectables en sangre periférica de cohortes de 
pacientes con infección crónica enrolados en ensayos clínicos de la enfermedad de Chagas. 
 
Objetivos Específicos 
1. Evaluar el uso de muestreos seriados y su impacto sobre la sensibilidad de la qPCR como 
marcador de falla terapéutica en ensayos clínicos con drogas tripanocidas. 
 
2. Caracterizar la dinámica natural de la carga parasitaria en circulación periférica durante la 
infección crónica y la respuesta parasitológica al tratamiento con ravuconazol, benznidazol y 
fexinidazol en pacientes enrolados en ensayos clínicos de la enfermedad de Chagas. 
 
3. Desarrollar un método de tipificación basado en el análisis de secuencias de ADN satélite de 
T. cruzi que permita la caracterización de muestras clínicas con bajas cargas parasitarias. 
 
4. Caracterizar el polimorfismo genético de las poblaciones naturales de T. cruzi en circulación 
periférica durante la infección crónica y el de las poblaciones parasitarias detectables antes y 
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2. MATERIALES Y MÉTODOS 
2.1. Monitoreo por PCR en tiempo real de la respuesta parasitológica a drogas tripanocidas 
en ensayos clínicos de la enfermedad de Chagas 
2.1.1. Aspectos éticos 
Los ensayos clínicos abordados en este trabajo fueron aprobados por los Comités de Ética de las 
instituciones participantes (Universidad Mayor de San Simón y Fundación CEADES de 
Cochabamba, Bolivia; Hospital Clínic de Barcelona, España; y Médicos Sin Fronteras [MSF]). 
Los pacientes enrolados en estos estudios fueron debidamente informados sobre la utilización de 
las muestras colectadas, y su aceptación documentada mediante la firma de un consentimiento 
redactado para tal fin (en ninguno de estos ensayos se incluyeron pacientes menores de edad). 
Las muestras fueron colectadas en los centros de salud por personal calificado mediante las 
técnicas y equipos de rutina utilizados en cada institución, y codificadas antes de ser procesadas. 
 
2.1.2. Pacientes y muestras clínicas 
Las muestras analizadas en este trabajo fueron colectadas en el marco de tres ensayos clínicos: 
 
i) Ensayo E1224 (NCT01489228) realizado en Bolivia por la Iniciativa de Medicamentos para 
Enfermedades Olvidadas (DNDi, por sus siglas en inglés). Un estudio aleatorizado, doble ciego, 
controlado de Fase 2, dirigido a evaluar la seguridad y eficacia de tres regímenes de dosificación 
de E1224, pro-droga del ravuconazol, para el tratamiento de la infección crónica por T. cruzi, 
comparado con BZN y un grupo placebo. La Figura M1 muestra el diseño del estudio. 
 
Dos cohortes de pacientes de las ciudades de Cochabamba (N= 294) y Tarija (N= 257) formaron 
parte del tamizaje de este ensayo y un total de 225 completaron el estudio. 
 
Las muestras colectadas para análisis por qPCR consistieron en 10 mL de sangre periférica. 
Durante el tamizaje, se colectaron un máximo de tres muestras: las muestras 1 (M1) y 2 (M2) 
fueron colectadas durante la misma visita y la muestra 3 (M3) siete días después. Los ADNs 
extraídos a partir de M1 y M2 fueron analizados por duplicado y en caso que ambas réplicas 
resultasen no detectables se analizó una tercera réplica. En los casos que la tercera réplica de M1 
y M2 también resultase no detectable, M3 fue colectada y analizada por triplicado. Durante el 
seguimiento, las tres muestras fueron colectadas y analizadas por triplicado directamente. 
MATERIALES Y MÉTODOS 
24 
 
Figura M1. Diseño del ensayo E1224 para el tratamiento de la infección crónica por T. cruzi. 
FDT: Fin de tratamiento; 4M, 6M y 12M: 4, 6 y 12 meses de iniciado el tratamiento 
 
ii) Ensayo de evaluación de respuesta parasitológica (NCT01678599) realizado en Bolivia por 
DNDi y MSF. Un estudio abierto, no controlado, dirigido a evaluar estrategias de muestreo para 
el seguimiento por qPCR de la respuesta al tratamiento con BZN (5 mg/kg/día) durante 60 días 
en pacientes con la infección crónica. En el tamizaje participaron 205 pacientes de comunidades 
rurales de Aiquile y un total de 137 completaron el estudio. Las viviendas de los pacientes 
enrolados fueron sujetas a vigilancia entomológica. 
 
Durante el tamizaje y el seguimiento (FDT, y 6 y 12 meses) de este ensayo, se colectaron tres 
muestras de sangre periférica que fueron analizadas por triplicado por qPCR. M1 y M2 fueron 
colectadas durante la misma visita y M3 siete días después. M1 y M3 consistieron en 10 mL de 
sangre mientras que para M2 fueron colectados 5 mL. 
 
iii) Ensayo Fexinidazol (NCT02498782) realizado en Bolivia por DNDi. Un estudio 
aleatorizado, doble ciego, controlado de Fase 2, dirigido a evaluar la seguridad y eficacia de seis 
regímenes de dosificación de Fexinidazol (FXN) para el tratamiento de la infección crónica por 
T. cruzi, en comparación con un grupo placebo. La Figura M2 muestra el diseño del estudio. 
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Figura M2. Diseño del ensayo Fexinidazol para el tratamiento de la infección crónica por T. 
cruzi. FDT: Fin de tratamiento; 4M, 6M y 12M: 4, 6 y 12 meses de iniciado el tratamiento 
 
El reclutamiento para este ensayo fue interrumpido por motivos de seguridad farmacológica, por 
lo que sólo 44 pacientes, 25 de Cochabamba y 19 de Tarija, completaron el estudio. Durante las 
visitas de tamizaje y seguimiento, se colectaron tres muestras de 5 mL de sangre periférica que 
fueron analizadas por triplicado por qPCR. Además del seguimiento, para este ensayo se 
colectaron muestras intra-tratamiento a los días 8, 15, 22 y 36 de comenzado el estudio. 
 
En los tres ensayos clínicos solamente se incluyeron pacientes con al menos un resultado de 
qPCR positivo en el tamizaje y la falla terapéutica fue definida como la detección de ADN de T. 
cruzi en cualquiera de las muestras colectadas durante el seguimiento. 
 
2.1.3. Preparación de muestras clínicas y extracción de ADN 
En los tres ensayos clínicos, las muestras de sangre colectadas para análisis por qPCR fueron 
mezcladas inmediatamente con igual volumen de solución de cloruro de guanidina 6 M - EDTA 
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0,2 M pH 8,0, dando lugar a la mezcla guanidina-EDTA-sangre (GEB, por sus siglas en inglés). 
Luego de 48 horas de incubación a temperatura de laboratorio (20-25 ºC) las muestras GEB 
fueron mantenidas a 4 ºC para su extracción de ADN y análisis por qPCR. 
 
Para la extracción de ADN, 300 µL de GEB fueron procesados con el uso del High Pure PCR 
Template Preparation kit (Roche Diagnostics Corp., Indianápolis, EEUU) y eluidos en 100 µL 
de solución de elución, como fue descrito en Duffy y col. (2013) y Ramírez y col. (2015). En 
cada extracción se incluyó una muestra GEB de sangre seronegativa como control negativo. 
Luego de extraídos los ADNs fueron conservados a -20 ºC para su posterior análisis por qPCR. 
 
2.1.4. Ensayo de PCR en tiempo real 
Se usó una qPCR dúplex dirigida al ADN satélite (ADNSat) de T. cruzi y un control interno de 
amplificación (IAC, por sus siglas en inglés), como fue descrito en Duffy y col. (2013) y 
Ramírez y col. (2015). Las reacciones de qPCR fueron realizadas en un volumen final de 20 µL, 
con 5 µL de ADN de molde y la mezcla de reacción comercial FastStart Universal Probe Master 
Mix (Roche Diagnostics GmbHCorp., Mannheim, Alemania). Las amplificaciones se llevaron a 
cabo en los equipos de PCR en tiempo real ABI7500 (Applied Biosystems, Foster City, EEUU) 
y Rotor-Gene Q (Corbett LifeScience, Cambridgeshire, Reino Unido). 
 
Para la cuantificación, se utilizó una curva estándar de diluciones seriadas 1/10 del ADN total 
obtenido a partir de 300 µL de GEB de sangre seronegativa contaminada con 105 equivalentes 
parasitarios/mL (eq. par./mL) de epimastigotes de cultivo de la cepa LL014-1-R1 Cl1 (TcV). En 
cada qPCR realizada se incorporaron dos controles positivos de 1 y 10 fg/µL de ADN de de T. 
cruzi cepa CL-Brener y un control negativo sin molde, como ha sido recomendado (Burd, 2010). 
La curva estándar y los controles positivos y negativo fueron analizadas por duplicado. 
 
Esta metodología fue transferida por el Laboratorio de Biología Molecular de la Enfermedad de 
Chagas, INGEBI-CONICET, Argentina, al Laboratorio de Biología Molecular del Instituto de 
Investigaciones Biomédicas de la Universidad Mayor de San Simón en Cochabamba, Bolivia, 
donde fueron analizadas las muestras de los tres ensayos clínicos. Durante el transcurso de estos 
estudios, además, el laboratorio de INGEBI brindó asesoría técnica a su par de Bolivia, y realizó 
un programa de control de calidad externo que incluyó: evaluación de paneles de referencia, 
repetición del 10% de las muestras en INGEBI y visitas de seguimiento a Bolivia. 
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2.1.5. Criterios de aceptación de la PCR en tiempo real 
Ensayo de qPCR válido: cuando el control negativo sin molde no mostró amplificación (no hay 
contaminación de los reactivos de PCR) y los controles positivos amplificaron adecuadamente. 
Extracción de ADN válida: cuando el control negativo de extracción no mostró amplificación 
(ausencia de contaminación durante la extracción). 
Curva de calibración válida: cuando la eficiencia de la qPCR se encontró entre 90 - 110%. 
Muestra positiva para T. cruzi: cuando la curva de fluorescencia cruzó el umbral de este blanco 
molecular, dando lugar a un Ct (del inglés threshold cycle). 
Muestra no detectable para T. cruzi: cuando la curva de fluorescencia no cruzó el umbral de este 
blanco, dando lugar a la ausencia de Ct, o lo cruzó y generó un Ct pero no constituyó una curva 
de amplificación válida (exponencial). 
Muestra válida: cuando el IAC amplificó en el rango apropiado de acuerdo con el criterio de 
Tukey (Burns y col., 2005). La fórmula: Cts > percentil 75 + 1,5 x rango intercuartil de los Cts 
del IAC fue usada para detectar muestras con valores fuera de rango del Ct del IAC, indicativo 
de la presencia de inhibidores de la qPCR o un bajo rendimiento de la extracción de ADN. 
 
2.1.6. Determinación de Unidades Discretas de Tipificación 
Las 180 muestras del tamizaje de los ensayos clínicos E1224 y DNDi-MSF (41 de Cochabamba, 
49 de Tarija y 90 de Aiquile) con los menores valores de Ct, fueron genotipificadas mediante 
estrategias de PCR convencional dirigidas a marcadores nucleares, como fue descrito en Burgos 
y col. (2010). La Figura M3 muestra el algoritmo de genotipificación utilizado. 
 
En los casos con resultados positivos en la PCR SL-IR II pero negativos en la PCR 24Sα, se 
informó la identificación del grupo TcII/V/VI. Las muestras que amplificaron el fragmento de 
140 pb en la PCR 24Sα, pero tuvieron resultados negativos en la PCR A10, fueron informadas 
como pertenecientes al grupo TcII/VI. Las muestras con resultados positivos en la PCR SL-IR II 
y para ambos fragmentos de 125 y 140 pb en la PCR 24Sα, pero tuvieron resultados negativos en 
la PCR A10, fueron reportadas como poblaciones mixtas de TcV + (TcII o TcVI). 
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Figura M3. Algoritmo de tipificación por PCR convencional utilizado para determinar las UDTs 
de las muestras de los ensayos clínicos E1224 y DNDi-MSF. Adaptado de Burgos y col. (2010). 
 
2.1.7. Análisis estadístico 
El análisis estadístico fue aplicado a los resultados de qPCR de los ensayos E1224 y DNDi-MSF. 
La prueba de McNemar se usó para comparar los resultados cualitativos de las muestras M1, M2 
y M3 del tamizaje agrupadas por región; del tamizaje y las visitas de seguimiento de cada grupo 
de tratamiento; y de las muestras M1, M2 y M3 del seguimiento del ensayo DNDi-MSF. La 
prueba exacta de Fisher se usó para comparar la sensibilidad de la qPCR a partir del análisis de 
dos o tres réplicas y una, dos o tres muestras seriadas; así como los resultados cualitativos de las 
muestras del tamizaje agrupadas por región, y la falla terapéutica acumulativa al final del 
seguimiento dentro (teniendo en cuenta una, dos o tres muestras seriadas) y entre los diferentes 
grupos de tratamiento. Además, se realizó un análisis de varianza no paramétrico mediante la 
prueba de Kruskal-Wallis con el fin de comparar las cargas parasitarias del tamizaje agrupadas 
por cohorte de pacientes, y del tamizaje y las diferentes visitas de seguimiento de cada grupo de 
tratamiento. Las pruebas de McNemar y Fisher fueron realizadas con el programa QuikCalcs 
(GraphPad Software Inc., La Jolla, EEUU) y el análisis de varianza con el programa SPSS 
Statistics para Windows v17.0 (SPSS Inc., Chicago, EEUU). 
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2.2. Análisis de la variabilidad genética de secuencias de ADN satélite de T. cruzi 
2.2.1. Cultivo de parásitos, extracción de ADN y confirmación de UDTs 
Los cultivos de epimastigotes de T. cruzi empleados en este estudio fueron mantenidos a 28ºC en 
medio LIT (del inglés Liver Infusion Tryptose) suplementado con 10% de suero fetal bovino 
(Sigma-Aldrich Co., St. Louis, EEUU), como fue descrito previamente (Camargo, 1964); con la 
adición de los antibióticos estreptomicina y penicilina para evitar contaminaciones bacterianas. 
 
A continuación se detalla el origen de las cepas utilizadas en este trabajo: 
- Sylvio X10 cl1 (TcI) y LL051-P24-Ro (TcIII) cedidas por el Dr. Patricio Diosque, Instituto de 
Patología Experimental, Universidad Nacional de Salta, Argentina. 
- K-98 (TcI), RA (TcVI) y VD (TcVI), cedidas por la Dra. Stella Maris González Cappa y la 
Dra. Catalina Alba-Soto, Facultad de Medicina, Universidad de Buenos Aires, Argentina. 
- Col4R (TcI), cedida por la Dra. Ana Ma. Mejía-Jaramillo, Laboratorio de Biología y Control de 
Enfermedades Infecciosas, Universidad de Antioquia, Colombia. 
- Dm28c (TcI), cedida por el Dr. Carlos Robello, Unidad de Biología Molecular, Instituto 
Pasteur de Montevideo, Uruguay. 
- Y (TcII) y 4167 (TcIV), cedidas por el Dr. Otacilio Moreira, Laboratorio de Biología 
Molecular de Enfermedades Endémicas, Instituto Oswaldo Cruz/FIOCRUZ, Brasil. 
- JG (TcII) y Am64 (TcIV), cedidas por el Dr. Egler Chiari, Instituto de Ciencias Biológicas, 
Universidad Federal de Minas Gerais, Brasil. 
- CL Brener (TcVI), cedida por la Dra. Bianca Zingales, Instituto de Química, Universidad de 
San Pablo, Brasil. 
- Tulahuen (TcVI), cedida por la Dra. Gabriela García, Departamento de Investigación, Instituto 
Nacional de Parasitología "Dr. Mario Fatala Chabén", Argentina. 
 
El ADN genómico de cada una de estas cepas fue extraído a partir de 1 mL de cultivo axénico 
con el uso del High Pure PCR Template Preparation kit (Roche Diagnostics, Indianápolis, 
EEUU), siguiendo las especificaciones del fabricante para cultivos celulares. 
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Además, en este trabajo se utilizaron ADNs de las siguientes cepas de T. cruzi: 
- Dog Theis (TcIV), cedido por la Dra. Susan Mahaney, Instituto de Diabetes y Obesidad del Sur 
de Texas, Universidad de Texas Valle del Rio Grande, EEUU. 
- M5631 cl5 (TcIII), MN cl2 (TcV) y PAH179 (TcV), disponibles en el Laboratorio de Biología 
Molecular de la Enfermedad de Chagas, INGEBI-CONICET, Argentina. 
 
Previo a su uso, todos los ADNs fueron analizados para confirmar la UDT de su cepa de origen, 
mediante estrategias de genotipificación por qPCR multiplex con sondas TaqMan dirigidas a 
marcadores nucleares y mitocondriales, como fue descrito en Cura y col. (2015). La Figura M4 
muestra el algoritmo de genotipificación de la metodología utilizada. 
 
 
Figura M4. Algoritmo de tipificación por qPCR multiplex con sondas TaqMan utilizado para 
determinar las UDTs de las cepas de referencia de T. cruzi. Adaptado de Cura y col. (2015). 
 
2.2.2. Clonado y secuenciación 
Diez microgramos de ADN genómico de cada cepa, fue digerido con la enzima de restricción 
FastDigest SacI (Thermo Scientific, Waltham, MA) por 3 horas a 37 ºC. Los fragmentos de 195 
pb de ADNSat generados a partir de esta digestión, fueron separados mediante electroforesis en 
geles de agarosa, purificados con el Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega, 
Madison, EEUU), y clonados en el plásmido pBluescript SK(-) (Stratagene, La Jolla, EEUU), en 
el sitio de SacI, en una relación 3:1, en presencia de la ADN ligasa del fago T4, en cámara 
húmeda a 4°C durante toda la noche. 
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Bacterias competentes DH5α F-80dlacZM15 (lacZYA-argF) U169 recA1 end A1 hsdR17 (rk-, 
mk+) phoA supE44- thi-1 gyrA96 relA1, fueron transformadas con los productos de clonación 
mediante choque térmico a 42ºC durante 90 seg, y sembradas en placas de cultivo con medio 
Agar-LB-Ampicilina, en presencia de IPTG y X-gal, a 37°C durante toda la noche. Las colonias 
transformadas con el plásmido recombinante (blancas), fueron cultivadas en 3 mL de medio LB-
Ampicilina a 37°C, en agitación, durante toda la noche. El ADN plasmídico fue extraído con el 
Wizard Plus Minipreps DNA Purification System (Promega), y los clones que fueron positivos 
para el ensayo de ADNSat qPCR (sección 2.1.4), fueron secuenciados a partir del iniciador M13 
forward (MACROGEN, Seúl, Corea). 
 
Además de las secuencias obtenidas en este trabajo, fueron descargadas de la base de datos de 
GenBank (Benson y col., 2017) secuencias de ADNSat de otras ocho cepas de T. cruzi que 
fueron obtenidas mediante la misma metodología aquí descrita. La Tabla M1 muestra el número 
de secuencias analizadas de cada cepa, así como el origen de las mismas. 
 
2.2.3. Análisis filogenético 
Las secuencias fueron alineadas con ClustalX v2.1 (Larkin y col., 2007) y editadas con BioEdit 
v7.0 (Hall, 1999). El árbol filogenético fue construido por Inferencia Bayesiana con el programa 
MrBayes v3.2 (Ronquist y col., 2012). El análisis fue realizado a partir del modelo evolutivo que 
mejor se ajustó a los datos de acuerdo con el Criterio de Información de Akaike, estimado con el 
programa jModelTest v2.1 (Darriba y col., 2012). El análisis fue llevado a cabo en la plataforma 
CIPRES Science Gateway v3.1 (Miller y col., 2010) por 100 millones de generaciones, las 
muestras fueron tomadas cada 50 mil generaciones y el 10% inicial fue descartado como burn-in 
(porción inicial del análisis sin información confiable). La convergencia fue confirmada por 
valores de tamaño muestral efectivo mayores a 200 con el programa Tracer v1.6 (Rambaut y 
col., 2014). Además, se estimó la distancia genética intra e inter clados, UDTs y cepas de T. 
cruzi con el programa MEGA v7.0 (Kumar y col., 2016), con un modelo evolutivo apropiado de 
acuerdo con el Criterio de Información de Akaike. El error estándar de las estimaciones fue 
determinado mediante un análisis de bootstrap con 1000 réplicas. 
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Tabla M1. Origen de las cepas de T. cruzi y secuencias de ADN analizadas en este trabajo. 
UDT Cepa Origen Hospedero/Vector N Referencia 
TcI 
Sylvio X10 cl1 Brasil Homo sapiens 23* Elias y col. (2005) 
K-98 Argentina Homo sapiens 19 Este trabajo 
Col4R Colombia Homo sapiens 17 Este trabajo 
Dm28c Venezuela Didelphis marsupialis 12 Este trabajo 
TcII 
Y Brasil Homo sapiens 20* Elias y col. (2005) 
JG Brasil Homo sapiens 23 Este trabajo 
TcIII 
3869 Brasil Homo sapiens 14* Ienne y col. (2010) 
M6241 cl6 Brasil Homo sapiens 20* Elias y col. (2005) 
Ienne y col. (2010) 
LL051-P24-Ro Argentina Canis familiaris 18 Este trabajo 
TcIV 
4167 Brasil Rhodnius brethesi 19 Este trabajo 
Am64 Brasil Homo sapiens 19 Este trabajo 
Dog Theis EEUU Canis familiaris 13 Este trabajo 
TcV 
115 Brasil Homo sapiens 10* Ienne y col. (2010) 
B147 Brasil Homo sapiens 13* Ienne y col. (2010) 
NR cl3 Chile Homo sapiens 14* Ienne y col. (2010) 
TcVI 
CL Brener Brasil Triatoma infestans 20* Elias y col. (2005) 
RA Argentina Homo sapiens 20 Este trabajo 
VD Argentina Homo sapiens 24 Este trabajo 
Tulahuen Chile Homo sapiens 17 Este trabajo 
UDT: Unidad Discreta de Tipificación; N: número de secuencias; * secuencias descargadas de GenBank 
 
2.2.4. Identificación de patrones moleculares 
Las secuencias, agrupadas por clados, fueron analizadas con el programa VESPA v1.0 (Korber 
and Myers, 1992) para la detección de patrones moleculares específicos. Con el fin de validar los 
patrones moleculares encontrados, se obtuvo la secuencia consenso de cada cepa de T. cruzi con 
la ayuda del programa BioEdit v7.0 (Hall, 1999) y considerando, para cada posición, todos los 
nucleótidos presentes en al menos el 20% de sus secuencias. El tipo de ADNSat de cada cepa fue 
entonces clasificado, de acuerdo con el grado de semejanza de su secuencia consenso a un patrón 
clado específico particular, y posteriormente comparado con su correspondiente UDT. 
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2.2.5. Diseño de oligonucleótidos y comparación de qPCRs 
Se obtuvo la representación gráfica de la secuencia consenso de todas las copias de ADNSat 
analizadas en este estudio con el uso de la herramienta WebLogo (Crooks y col., 2004). Se 
diseñaron iniciadores específicos para qPCR [cruzi1c (5'-TGAATGGYGGGAGTCAGAG-3') y 
cruzi2c (5'-ATTCCTCCAAGMAGCGGAT-3')] y PCR convencional [TxFw (5'-TCCGCTKCT-
TGGAGGAATTTCG-3') y TxRv (5'-GGTTGTTTGGTGTCCAGTGTGTG-3')], para ser usados 
en el diagnóstico molecular y la tipificación de T. cruzi mediante la identificación de patrones 
moleculares de ADNSat, respectivamente. Se realizó una búsqueda con el programa BLAST 
(Altschul y col., 1990) en la base de datos de GenBank (Benson y col., 2017) para comprobar 
que los oligonucleótidos no fuesen similares a secuencias no deseadas, y se usó la herramienta 
OligoAnalyzer (http://www.idtdna.com) para verificar las propiedades de los mismos. 
 
Se ensayó en paralelo e iguales condiciones una qPCR con los iniciadores cruzi1c/cruzi2c y la 
sonda TaqMan cruzi3, ampliamente usada con anterioridad (Piron y col., 2007; Ramírez y col., 
2015), y la ADNSat qPCR previamente descrita (sección 2.1.4), para comparar la sensibilidad de 
ambos métodos. Se analizaron ADNs genómicos de cepas de referencia de las seis UDTs de T. 
cruzi [TcI (cepas Sylvio X10 cl1 y K-98), TcII (cepas Y y JG), TcIII (cepas M5631 cl5 y LL051-
P24-Ro), TcIV (cepas 4167 y Am64), TcV (cepas MN cl2 y PAH179), y TcVI (cepas CL Brener 
y RA)], en concentraciones de 1 a 0.0625 fg/µL. Las reacciones de amplificación se llevaron a 
cabo en un equipo de PCR en tiempo real ABI7500 (Applied Biosystems). 
 
2.3. Análisis del polimorfismo genético de poblaciones naturales de T. cruzi en muestras de 
sangre y aislamientos de pacientes crónicos en ensayos clínicos con drogas tripanocidas 
2.3.1. Muestras de ADN 
Muestras de sangre: se analizaron las muestras GEB que resultaron qPCR positivas durante el 
tamizaje y el seguimiento de los ensayos E1224 y Fexinidazol (sección 2.1.2). De las muestras 
colectadas en cada tiempo se seleccionó aquella que tuvo una mayor carga parasitaria. En total se 
analizaron 629 muestras del ensayo E1224 (225 del tamizaje y 404 del seguimiento) y 82 del 
ensayo Fexinidazol (44 del tamizaje y 38 del seguimiento). 
 
Hemocultivos: se obtuvieron 21 aislamientos de hemocultivos realizados al final del seguimiento 
del ensayo E1224 (seis del grupo Placebo, dos del E1224 DA, cuatro del E1224 DC y nueve del 
E1224 DB), y siete de hemocultivos realizados durante el tamizaje del ensayo Fexinidazol (uno 
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del grupo Placebo, uno del FXN DAL, uno del FXN DAC, uno del FXN DBL, uno del FXN 
DBM y dos del FXN DBC). Los hemocultivos fueron realizados como fue descrito en Chiari y 
col. (1989), y el cultivo y la extracción de ADN de cada aislamiento se realizó como fue descrito 
en la sección 2.2.1 para las cepas de referencia de T. cruzi. 
 
2.3.2. Análisis de secuencias de ADN satélite 
Se realizó un ensayo de PCR dirigido a la amplificación del ADNSat de T. cruzi según se 
describe a continuación: 5 µL de ADN se adicionaron a una mezcla de reacción con volumen 
final de 50 µL y concentraciones de: 3 mM de MgCl2, 250 µM de cada dNTP, 2,5 µM de los 
iniciadores cruzi1/cruzi2 (Piron y col., 2007) para las muestras GEB del ensayo E1224 y 
TxFw/TxRv (sección 2.2.5) para las muestras GEB del ensayo Fexinidazol y los hemocultivos de 
ambos ensayos clínicos, y 1 U de ADN polimerasa GoTaq (Promega, Madison, EEUU). La 
reacción de PCR se llevó a cabo en un termociclador MJR PTC-100 (MJ Research Inc., 
Waltham, EEUU) como se describe: un paso de 3 min a 94 ºC, 40 ciclos a 94 ºC por 45 seg, 66 
ºC por 45 seg y 72 ºC por 45 seg, y una extensión final a 72 ºC por 10 min. La amplificación fue 
confirmada mediante electroforesis en geles de agarosa seguida de tinción con bromuro de etidio 
y visualización en cámara de luz ultravioleta. Los productos de PCR fueron purificados con el 
PCR Purification Kit (Dongsheng Biotech Co., Guangzhou, China), cuantificados en un 
NanoDrop 1000 (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, EEUU) y secuenciados 
(MACROGEN). Luego de alineadas y editadas como fue descrito en la sección 2.2.3, las 
secuencias fueron clasificadas de acuerdo con su semejanza con los patrones moleculares de 
tipos de ADNSat obtenidos en la sección 2.2.4, según se describe a continuación. 
 
Secuencias con 12 sitios polimórficos (muestras GEB del ensayo E1224): se definieron como 
ADNSat tipo TcI/III, TcII o TcIV aquellas secuencias con al menos 10 SNPs (del inglés Single 
Nucleotide Polymorphism) asociados a uno de estos patrones moleculares específicos y un 
máximo de seis SNPs correspondientes a los dos tipos de ADNSat restantes. Aquellas secuencias 
con más de siete SNPs asociados a ambos patrones TcI/III y TcII, y un menor número de SNPs 
tipo TcIV, fueron consideradas como ADNSat tipo híbrido (TcI/III+II). 
 
Secuencias con 15 sitios polimórficos (muestras GEB del ensayo Fexinidazol y hemocultivos de 
ambos ensayos): aquellas secuencias con al menos 13 SNPs tipo TcI/III, TcII o TcIV, y más de 
seis SNPs de diferencia con los dos patrones restantes, fueron clasificadas como ADNSat tipo 
MATERIALES Y MÉTODOS 
35 
TcI/III, TcII o TcIV, respectivamente; mientras que las secuencias con más de 10 SNPs tipo 
TcI/III y/o TcII, menos de cinco SNPs de diferencia entre ambos patrones, y un menor número 
de SNPs tipo TcIV, fueron identificadas como ADNSat tipo híbrido.  
 
Para este estudio se analizaron dos muestras GEB de cada paciente, la del tamizaje y su última 
muestra qPCR positiva pos-tratamiento. Además, se realizó un análisis para detectar cambios en 
las frecuencias nucleotídicas de las secuencias de las muestras del tamizaje y el seguimiento del 
ensayo E1224, para aquellos pacientes de cada grupo con resultados pre- y pos-tratamiento, con 
el programa VESPA v1.0 (Korber y Myers, 1992). Asimismo, se realizó un análisis filogenético 
de las secuencias de las muestras GEB y los hemocultivos, agrupadas por grupo de tratamiento 
para el ensayo E1224, usando como referencia un subgrupo de secuencias de ADNSat de las 
cepas TcI-TcIV obtenidas en la sección 2.2.2 (Tabla M2). Los árboles filogenéticos fueron 
construidos por Inferencia Bayesiana como fue descrito en la sección 2.2.3. Los análisis se 
llevaron a cabo en la plataforma CIPRES Science Gateway v3.1 (Miller y col., 2010) por 50 
millones de generaciones, las muestras fueron tomadas cada 50000 generaciones y el 10% inicial 
fue descartado como burn-in (porción inicial del análisis sin información confiable). 
 
Tabla M2. Secuencias de referencia de ADN satélite de T. cruzi utilizadas para el análisis 
filogenético de las muestras de los ensayos clínicos E1224 y Fexinidazol. 
UDT Cepa Origen Hospedero/Vector N 
TcI 
Sylvio X10 cl1 Brasil H. sapiens 10 
K-98 Argentina H. sapiens 10 
Col4R Colombia H. sapiens 10 
Dm28c Venezuela D. marsupialis 10 
TcII 
Y Brasil H. sapiens 15 
JG Brasil H. sapiens 15 
TcIII 
3869 Brasil H. sapiens 10 
M6241 cl6 Brasil H. sapiens 10 
LL051-P24-Ro Argentina C. familiaris 10 
TcIV 
4167 Brasil R. brethesi 15 
Am64 Brasil H. sapiens 15 
Dog Theis EEUU C. familiaris 15 
UDT: Unidad Discreta de Tipificación; N: número de secuencias 
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2.3.3. Análisis de secuencias de ADN de kinetoplasto 
Se realizó un ensayo de PCR dirigido a la amplificación de la región hipervariable del ADNk 
con los iniciadores 121/122 como fue descrito en Burgos y col. (2007). La reacción de PCR fue 
realizada en un volumen final de 50 µL, con 5 µL de ADN de molde y 1 U de ADN polimerasa 
GoTaq (Promega). La amplificación se llevó a cabo en un termociclador MJR PTC-100 (MJ 
Research Inc.) y fue confirmada mediante electroforesis en geles de agarosa seguida de tinción 
con bromuro de etidio y visualización en cámara de luz ultravioleta. Los productos de PCR 
fueron purificados con el PCR Purification Kit (Dongsheng Biotech Co.) y cuantificados en un 
NanoDrop 1000 (Thermo Fisher Scientific Inc.). Posteriormente, 1 µg de ADN fue digerido con 
1 U de las enzimas de restricción HinfI, RsaI y MspI (New England BioLabs Inc., Ipswich, 
EEUU), durante 3 horas a 37 ºC en un volumen de 25 µL. Los productos de la digestión 
enzimática fueron analizados mediante electroforesis en geles de poliacrilamida al 10%, a voltaje 
constante de 90 V durante 90 min, en el sistema Mini Protean IITM (Bio-Rad Laboratories Inc., 
Hércules, EEUU). Luego de la electroforesis, los geles fueron teñidos con Sybr Gold (Invitrogen, 
Carlsbad, EEUU) durante 45 minutos en agitación. Los perfiles de PCR-RFLP fueron 
visualizados y digitalizados en un transiluminador de luz ultravioleta Syngene (Synoptics Ltd., 
Cambridge, Reino Unido) a 498 nm. El tamaño de las bandas de cada perfil de PCR-RFLP fue 
determinado por comparación con los marcadores de peso molecular incluidos en cada 
electroforesis, con el programa GelAnalyzer v2010a (www.gelanalyzer.com). Para el análisis de 
las muestras GEB del ensayo E1224 se utilizaron los marcadores de 10 pb y 25 pb de la casa 
comercial Promega, mientras que para las muestras GEB del ensayo Fexinidazol y los 
hemocultivos de ambos ensayos se utilizaron de Invitrogen. 
 
Mediante esta metodología se analizaron todas las muestras GEB y los hemocultivos de ambos 
ensayos clínicos, así como los ADNs genómicos de las cepas de referencia de T. cruzi descritos 
en la sección 2.2.5. A partir de los perfiles de PCR-RFLP se crearon matrices binarias de 1 y 0 
en base a la presencia o ausencia de una banda, respectivamente, y se estimó el Coeficiente de 
Jaccard (Jaccard, 1901) como medida de la distancia genética entre los perfiles de: i) las cepas de 
referencia de T. cruzi, ii) las muestras GEB pre- y pos-tratamiento de cada paciente, iii) los 
hemocultivos, y iv) los hemocultivos y su correspondiente muestra GEB (sólo para el ensayo 
Fexinidazol). La distancia de Jaccard (DJ) entre dos muestras fue calculada según la fórmula: DJ 
= 1 (a / (a + b + c)), donde a es el número de bandas comunes en ambas muestras, b el número 
de bandas presentes en la primera y ausentes en la segunda, y c el número de bandas presentes en 
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la segunda y ausentes en la primera; obteniéndose un valor entre 0 y 1, en función de cuan 
cercanos o lejanos sean los perfiles de PCR-RFLP de ambas muestras, respectivamente. 
Asimismo, las matrices de distancias genéticas de las cepas de referencia y los hemocultivos se 
utilizaron para la construcción de árboles de Neighbour-Joining con el programa FreeTree v9.1 
(Hampl y col., 2001), incluyendo un análisis de bootstrap con 1000 réplicas. Por último, las 
distancias de Jaccard de las muestras GEB de cada ensayo clínico, agrupadas por tratamiento y 
tiempo de seguimiento, fueron comparadas mediante un análisis de varianza. A las del grupo 
Placebo, además, se les realizó un análisis de varianza de medidas repetidas. Ambos análisis se 
realizaron con el programa SPSS Statistics para Windows v17.0 (SPSS Inc.). 
 
2.3.4. Determinación de Unidades Discretas de Tipificación 
Los aislamientos obtenidos a partir de los hemocultivos de ambos ensayos clínicos fueron 
genotipificados como fue descrito en la sección 2.2.1 para las cepas de referencia de T. cruzi. 
 
2.3.5. Análisis de secuencias de ADN de loci microsatélites 
Se realizó un ensayo de PCR dirigido a la amplificación de los loci microsatélites TcTAC15, 
TcATT14, TcGAG10, TcCAA10, TcAAAT6 y TcTAT20 de los hemocultivos de ambos ensayos 
clínicos, como fue descrito en Macedo y col. (2001). Las reacciones de PCR, con iniciadores 
marcados con fluoresceína, fueron realizadas en un volumen final de 15 µL, con 2 µL de ADN 
de molde y 1 U de ADN polimerasa Taq Platinum (Invitrogen). La amplificación se llevó a cabo 
en un termociclador Veriti (Applied Biosystems). Un µL de los productos de amplificación 
fluorescentes fue analizado mediante electroforesis desnaturalizante (8 M urea) en geles de 
poliacrilamida al 6%, en un secuenciador de ADN ALF (GE Healthcare, Milwaukee, EEUU). El 
tamaño de los alelos de cada locus microsatélite fue determinado por comparación con 
fragmentos de ADN fluorescentes de 75, 155, 210, 280 y 320 pb incluidos en cada electroforesis, 
con el programa Allelelocator v1.03 (GE Healthcare). 
 
Teniendo en cuenta que T. cruzi es un organismo diploide, la presencia de uno o dos alelos para 
un locus microsatélite fue considerada como homocigosis o heterocigosis, respectivamente, para 
ese locus. Asimismo, la presencia de sólo uno o dos alelos en los seis loci de una muestra indicó 
la existencia de una población monoclonal en ese aislamiento; mientras que la detección de tres o 
























3.1. Monitoreo por PCR en tiempo real de la respuesta parasitológica a drogas tripanocidas 
en ensayos clínicos de la enfermedad de Chagas 
3.1.1. Tamizaje de pacientes en los ensayos clínicos E1224 y DNDi-MSF 
En el marco del tamizaje de los ensayos clínicos E1224 y DNDi-MSF, se diseñaron estrategias 
para la recolección de tres muestras de sangre seriadas de cada paciente y el análisis de dos o tres 
réplicas de qPCR de cada una de ellas, con el propósito de aumentar la sensibilidad de la qPCR 
y, en consecuencia, la capacidad de reclutamiento de pacientes para estos ensayos. 
 
Análisis de replicados de qPCR en el ensayo E1224 
En este estudio, la qPCR fue inicialmente ensayada por duplicado para los ADNs provenientes 
de las muestras M1 y M2. En el caso que ambas réplicas de estas muestras dieran resultados no 
detectables (ND), una tercera réplica de qPCR de la muestra correspondiente fue analizada. La 
positividad de la qPCR cuando una tercera réplica fue incluida aumentó de 54,8 a 60,5% para 
M1 y de 53,6 a 59,2% para M2, para las muestras de los pacientes de Cochabamba, y de 59,5 a 
63,4% para M1 y de 55,3 a 60,7% para M2, para las muestras de Tarija (Tabla R1; p> 0,05). 
 
Análisis de muestras de sangre seriadas 
La positividad de la qPCR obtenida a partir del análisis individual de M1 y M2 no mostró 
diferencias significativas para los pacientes de Cochabamba y Tarija del ensayo E1224 (Tabla 
R1; p> 0,05), pero ésta se vio incrementada cuando fueron analizados los resultados 
acumulativos de M1+M2 respecto a las muestras individuales, tanto para las muestras de 
Cochabamba (69,7%; p< 0,05) como para las de Tarija (73,9%; p< 0,05). 
 
Cuando las tres réplicas de qPCR de las muestras M1 y M2 de este ensayo obtuvieron resultados 
no detectables, M3 fue colectada 7 días después que las anteriores. El análisis de la positividad 
acumulativa de la qPCR teniendo en cuenta los resultados de M1+M2+M3 respecto a los 
obtenidos para las muestras individuales demostró una mayor sensibilidad tanto para los 
pacientes de Cochabamba (76,2%; p< 0,001) como de Tarija (77,8%; p< 0,001). En cambio, la 
comparación de la positividad de la qPCR a partir de los resultados de M1+M2+M3 respecto a 
los obtenidos para M1+M2, sólo mostró un incremento del 6,5% (N= 19/294) para los pacientes 
de Cochabamba y del 3,9% (N= 10/257) para los de Tarija (Tabla R1; p> 0,05). 
RESULTADOS 
39 
Tabla R1. Resultados acumulativos de qPCR durante el tamizaje de los ensayos clínicos E1224 y DNDi-MSF, a partir del análisis de una, dos o 
tres muestras seriadas, y dos o tres réplicas de qPCR. 
Ensayo 





qPCR(1+2) qPCR(1+2)+3 qPCR(1+2) qPCR(1+2)+3 qPCR(1+2+3) 
E1224 
CBBA 
N 294 294 289 289 294 74 294 
Positivos 161 (54,8%) 178 (60,5%) 155 (53,6%) 171 (59,2%) 205 (69,7%) 19 (25,7%) 224 (76,2%) 
Cuantificables 31 (19,3%) 31 (17,4%) 26 (16,8%) 26 (15,2%) 44 (21,5%) 0 (0,0%) 44 (19,6%) 
Mediana [RIQ] 
(eq. par./mL) 2,6 [1,9-3,4] 2,6 [1,9-3,4] 2,7 [2,0-3,9] 2,7 [2,0-3,9] 2,6 [2,0-3,5] --- 2,6 [2,0-3,5] 
Tarija 
N 257 257 257 257 257 53 257 
Positivos 153 (59,5%) 163 (63,4%) 142 (55,3%) 156 (60,7%) 190 (73,9%) 10 (18,9%) 200 (77,8%) 
Cuantificables 37 (24,2%) 37 (22,7%) 32 (22,5%) 33 (21,2%) 49 (25,8%) 0 (0,0%) 49 (24,5%) 
Mediana [RIQ] 
(eq. par./mL) 2,4 [2,0-3,4] 2,4 [2,0-3,4] 3,0 [2,4-3,6] 3,0 [2,2-3,6] 2,6 [2,0-3,6] --- 2,6 [2,0-3,6] 
DNDi-
MSF Aiquile 
N --- 196 --- 195 201 176 205 
Positivos --- 144 (73,5%) --- 150 (76,9%) 171 (85,1%) 128 (72,7%) 185 (90,2%) 
Cuantificables --- 34 (23,6%) --- 40 (26,7%) 51 (29,8%) 29 (22,7%) 61 (33,0%) 
Mediana [RIQ] 
(eq. par./mL) --- 2,4 [1,9-4,5] --- 2,9 [1,9-4,9] 2,8 [1,9-4,8] 3,2 [2,0-4,8] 3,0 [2,0-4,7] 





Por su parte, la positividad de las muestras M1 (10 mL de sangre; 73,5%), M2 (5 mL de sangre; 
76,9%) y M3 (10 mL de sangre; 72,7%) de los pacientes de Aiquile del ensayo DNDi-MSF, no 
mostró diferencias significativas (Tabla R1; p> 0,05). Sin embargo, cuando se analizaron los 
resultados acumulativos de M1+M2 (85,1%) en comparación a los obtenidos para las muestras 
individuales M1 (p< 0,01) y M2 (p< 0,05), la sensibilidad de la qPCR se vio incrementada. De 
igual forma, la positividad aumentó al comparar los resultados acumulativos de M1+M2+M3 
(90,2%) respecto a los obtenidos para las muestras individuales (p< 0,001). Mientras que, los 
resultados de M1+M2+M3 sólo mostraron un incremento de la positividad de la qPCR del 5,1% 
en comparación con los de M1+M2 (Tabla R1; p> 0,05). 
 
Análisis de Unidades Discretas de Tipificación y cargas parasitarias 
La mayor positividad de la qPCR encontrada frente a las muestras de los pacientes de Aiquile 
(90,2%) respecto a las de Cochabamba (76,2%; p< 0,001) y Tarija (77,8%; p< 0,001), unido a 
que no se encontraron diferencias entre los resultados de ambas cohortes de pacientes del ensayo 
E1224 (Tabla R1; p> 0,05), motivó que intentásemos dilucidar las causas de esta diferencia. 
Cabe destacar que todas las muestras de ambos ensayos clínicos fueron analizadas en el mismo 
laboratorio, por el mismo personal y con el mismo método de qPCR. En principio, esta 
variabilidad geográfica en la sensibilidad de la qPCR podía estar relacionada a la presencia de 
cepas de diferentes linajes, la existencia de diferencias en las cargas parasitarias de las 
poblaciones en estudio, y/o a una mayor endemicidad y exposición al vector en la población de 
Aiquile, y en consecuencia, un mayor riesgo de reinfecciones. 
 
En este sentido, las 180 muestras de ambos estudios, 90 de cada ensayo clínico, con mayor carga 
parasitaria fueron tipificadas. Las UDTs fueron identificadas en un total de 31 muestras (Tabla 
R2), 21 pacientes presentaron poblaciones parasitarias pertenecientes al grupo TcII/V/VI, dos 
estuvieron infectados por los linajes TcV/VI, seis por TcI y otros dos tuvieron infecciones mixtas 
de TcI y TcII/V/VI. No se encontró diferencias en la distribución de UDTs entre las muestras de 
los ensayos E1224 y DNDi-MSF; excepto para TcI, que fue detectada con una mayor frecuencia 
en Cochabamba y Tarija que en Aiquile, aunque el bajo número de muestras tipificadas no 




Tabla R2. Genotipificación de las muestras con mayor carga parasitaria obtenidas durante el 
tamizaje de los ensayos clínicos E1224 y DNDi-MSF. 
Ensayo 
clínico Localidad 
Unidades Discretas de Tipificación 
TcI TcI+II/V/VI TcII/V/VI TcV/VI 
E1224 CBBA-Tarija 5 1 10 1 
DNDi-MSF Aiquile 1 1 11 1 
CBBA: Cochabamba 
 
Las cargas parasitarias de las muestras cuantificables de ambos ensayos clínicos son mostradas 
en la Figura R1. En Aiquile, el 33.0% de los pacientes tuvo cargas parasitarias cuantificables; 
mientras que en Cochabamba y Tarija el porcentaje de pacientes con muestras cuantificables fue 
de 19,6% y 24,5%, respectivamente (Tabla R1). No se encontraron diferencias significativas 
entre las cargas parasitarias de los pacientes de Cochabamba (2,6 [2,0-3,5]), Tarija (2,6 [2,0-3,6]) 
y Aiquile (3,0 [2,0-4,7] eq. par./mL) (Tabla R1; p> 0,05). 
 
 
Figura R1. Cargas parasitarias de las muestras cuantificables de cada localidad analizadas 
durante el tamizaje de los ensayos clínicos E1224 y DNDi-MSF. eq. par./mL: equivalentes 




3.1.2. Seguimiento de pacientes en los ensayos clínicos E1224 y DNDi-MSF 
Análisis de positividad y cargas parasitarias 
La Tabla R3 muestra los resultados de qPCR obtenidos durante el tamizaje y el seguimiento de 
cada uno de los grupos de tratamiento de los ensayos E1224 y DNDi-MSF, teniendo en cuenta el 
valor acumulativo del análisis conjunto de las tres muestras seriadas colectadas en cada tiempo. 
 
En particular, la positividad de la qPCR del grupo Placebo del ensayo E1224 fue mayor durante 
el tamizaje (100%) respecto a las diferentes visitas pos-tratamiento (FDT, 73,9%, p< 0,01; 4 
meses, 80,4%, p< 0,01; 6 meses, 87,0%, p< 0,05; 12 meses, 78,3%, p< 0,01); mientras que no se 
encontraron diferencias significativas entre los resultados de las diferentes visitas de seguimiento 
(Tabla R3, p> 0,05). De los pacientes de este grupo, 27 fueron persistentemente positivos a lo 
largo del seguimiento, 15 tuvieron resultados intermitentes de qPCRs positivas y no detectables, 
y cuatro luego del tamizaje no volvieron a obtener resultados positivos en todo el seguimiento. 
 
En ambos ensayos, en general, los grupos que recibieron tratamiento presentaron una drástica 
disminución de la positividad de la qPCR del tamizaje (100%) al final del tratamiento (E1224 
DB, 10,4%; E1224 DC, 8,9%; E1224 DA, 16,7%; E1224 BZN, 6,8%; DNDi-MSF BZN, 23,1%) 
(Tabla R3, p< 0,001). En los grupos tratados con E1224, sin embargo, se observó un incremento 
de la positividad en las subsiguientes visitas de seguimiento hasta alcanzar su máximo valor al 
final del estudio (E1224 DB, 76,6%, p< 0,001; E1224 DC, 84,4%, p< 0,001; E1224 DA, 56,1%, 
p< 0,01). En cambio, en los grupos tratados con BZN, el porcentaje de pacientes qPCR positivos 
disminuyó en forma persistente hacia el final del seguimiento (E1224 BZN, 4,5%, p> 0,05; 
DNDi-MSF BZN, 5,2%, p< 0,01). No obstante, unos y otros tuvieron diferencias significativas 
entre la positividad de la qPCR en el tamizaje y al final del seguimiento (E1224 DB, p< 0,01; 
E1224 DC, p< 0,05; E1224 DA, p< 0,001; E1224 BZN, p< 0,001; DNDi-MSF BZN, p< 0,001). 
 
Las cargas parasitarias de las muestras cuantificables del tamizaje y el seguimiento de los 




Tabla R3. Resultados de qPCR durante el tamizaje y el seguimiento de los diferentes grupos de 
tratamiento de los ensayos clínicos E1224 y DNDi-MSF, a partir del análisis acumulativo de las 





Visitas de Seguimiento 
de Tto 2M 4M 6M 12M 
E1224 
Placebo 
N 46 46 46 46 46 
Positivos 46 (100%) 34 (73,9%) 37 (80,4%) 40 (87,0%) 36 (78,3%) 
Cuantificables 9 (19,6%) 15 (44,1%) 9 (24,3%) 14 (35,0%) 16 (44,4%) 
Mediana [RIQ] 
(eq. par./mL) 2,2 [2,0-4,1] 2,2 [1,9-4,3] 3,3 [2,1-4,1] 3,1 [2,1-3,7] 2,7 [1,9-5,3] 
E1224 DB 
N 48 48 48 48 47 
Positivos 48 (100%) 5 (10,4%) 18 (37,5%) 32 (66,7%) 36 (76,6%) 
Cuantificables 14 (29,2%) 0 (0,0%) 6 (33,3%) 10 (31,3%) 12 (33,3%) 
Mediana [RIQ] 
(eq. par./mL) 3,5 [2,6-7,0]   2,1 [1,9-2,5] 2,1 [1,7-2,4] 2,2 [2,1-4,3] 
E1224 DC 
N 45 45 44 43 45 
Positivos 45 (100%) 4 (8,9%) 31 (70,5%) 33 (76,7%) 38 (84,4%) 
Cuantificables 9 (20,0%) 0 (0,0%) 8 (25,8%) 5 (15,2%) 12 (31,6%) 
Mediana [RIQ] 
(eq. par./mL) 2,3 [2,0-2,9]   2,5 [1,9-3,5] 2,2 [1,9-2,6] 2,8 [2,1-4,5] 
E1224 DA 
N 42 42 41 41 41 
Positivos 42 (100%) 7 (16,7%) 9 (22,0%) 14 (34,1%) 23 (56,1%) 
Cuantificables 11 (26,2%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 1 (7,1%) 6 (26,1%) 
Mediana [RIQ] 
(eq. par./mL) 2,5 [1,9-3,4]     1,8 2,0 [1,9-2,2] 
BZN 
N 44 44 43 43 44 
Positivos 44 (100%) 3 (6,8%) 0 (0,0%) 2 (4,7%) 2 (4,5%) 
Cuantificables 11 (25,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 
Mediana [RIQ] 
(eq. par./mL) 2,1 [1,9-2,7]         
DNDi-
MSF BZN 
N 137 121 
--- 
115 116 
Positivos 137 (100%) 28 (23,1%) 11 (9,6%) 6 (5,2%) 
Cuantificables 47 (34,3%) 0 (0,0%) 1 (9,1%) 0 (0,0%) 
Mediana [RIQ] 
(eq. par./mL) 2,8 [1,9-4,6]   2,2   
TMZ: tamizaje; 2M, 4M, 6M y 12M: 2, 4, 6 y 12 meses; DB: dosis baja; DC: dosis corta; DA: dosis alta; 
BZN: benznidazol; N: número de muestras; RIQ: rango intercuartil; eq. par./mL: equivalentes parasitarios 





Figura R2. Cargas parasitarias de las muestras cuantificables del tamizaje y el seguimiento de 
los diferentes grupos de tratamiento de los ensayos E1224 y DNDi-MSF. A: E1224 Placebo; B: 
E1224 Dosis Baja; C: E1224 Dosis Corta; D: E1224 Dosis Alta; E: E1224 Benznidazol; F: 
DNDi-MSF Benznidazol; eq. par./mL: equivalentes parasitarios por mL de sangre; TMZ: 
tamizaje; 2M, 4M, 6M y 12M: 2, 4, 6 y 12 meses 
 
El número de pacientes con muestras cuantificables del grupo Placebo se mantuvo entre 14 y 16 
a lo largo del seguimiento; excepto a los 4 meses, que como para el tamizaje, fue de nueve 
pacientes (Tabla R3). De estos nueve pacientes con cargas parasitarias cuantificables durante el 
tamizaje, cinco mantuvieron resultados cuantificables durante todo el seguimiento, dos tuvieron 
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muestras cuantificables y no cuantificables intermitentes, y dos mantuvieron resultados positivos 
no cuantificables a partir del final del tratamiento. El análisis estadístico no mostró la existencia 
de diferencias significativas entre los valores de las cargas parasitarias obtenidas en el tamizaje y 
las diferentes visitas de seguimiento (Tabla R3, p> 0,05). 
 
Por otro lado, en los grupos que recibieron tratamiento, ningún paciente con qPCR positiva tuvo 
cargas parasitarias cuantificables al final del tratamiento. En los grupos tratados con E1224, los 
pacientes con muestras cuantificables fueron aumentando hasta alcanzar un máximo de 12 para 
E1224 DB y DC, y seis para E1224 DA, al final del estudio; mientras que en los grupos tratados 
con BZN, sólo hubo una muestra cuantificable en todo el seguimiento (Tabla R3). Sin embargo, 
a nivel estadístico, sólo se encontraron diferencias significativas entre las cargas parasitarias del 
tamizaje (3,5 [2,6-7,0]) y los 6 meses (2,1 [1,7-2,4] eq. par./mL) de E1224 DB, y el tamizaje (2,5 
[1,9-3,4]) y los 12 meses (2,0 [1,9-2,2] eq. par./mL) de E1224 DA (Tabla R3, p< 0,05). 
 
Análisis de falla terapéutica acumulativa 
La Figura R3 muestra la positividad acumulativa de la qPCR como medida de la falla terapéutica 
para cada uno de los grupos de tratamiento de los ensayos clínicos E1224 y DNDi-MSF, desde el 
fin de tratamiento hasta el final del estudio, a partir del análisis de una, dos o tres muestras. 
 
La estrategia de muestreo seriado acumulativo (M1+M2+M3) aumentó la detección de falla 
terapéutica al final del seguimiento respecto al aporte de las muestras individuales para todos los 
grupos de tratamiento de ambos ensayos. No obstante, este incremento sólo fue significativo para 
los grupos E1224 DB [91,7% vs. 72,9% (M1, p< 0,05); 70,8% (M2, p< 0,05); 72,9% (M3, p< 
0,05)], E1224 DA [69,1% vs. 42,9% (M1, p< 0,05); 45,2% (M3, p< 0,05)], y DNDi-MSF BZN 
[32,1% vs. 9,5% (M1, p< 0,001); 19,0% (M2, p< 0,05); 11,0% (M3, p< 0,001)] (Figura R3). No 
se encontraron diferencias significativas entre la falla acumulativa detectada a partir del análisis 
de las muestras individuales, ni tampoco cuando M1+M2 fue comparada con la sumatoria de 
M1+M2+M3, para todos los grupos del ensayo E1224 (p> 0,05). Para el grupo DNDi-MSF BZN 
se encontraron diferencias significativas entre las fallas terapéuticas de M1 y M2 (p< 0,05), 
mientras que M3 no presentó diferencias significativas con ninguna de ellas, ni M1+M2 con la 





Figura R3. Falla terapéutica acumulativa durante el seguimiento de los diferentes grupos de 
tratamiento de los ensayos clínicos E1224 y DNDi-MSF. A: E1224 Placebo; B: E1224 Dosis 
Baja; C: E1224 Dosis Corta; D: E1224 Dosis Alta; E: E1224 Benznidazol; F: DNDi-MSF 
Benznidazol; M1, M2 y M3: muestras 1, 2 y 3; * p< 0,05; ** p< 0,01; *** p< 0,001 
 
Por último, se comparó la falla acumulativa al final del seguimiento entre los diferentes grupos 
de tratamiento del ensayo E1224. No se encontraron diferencias significativas entre la falla 
terapéutica de los brazos E1224 DB y DC, ni entre estos y el grupo Placebo (Figura R3; p> 
0,05); mientras que el brazo E1224 DA presentó una menor positividad que el E1224 DB (p< 
0,01), DC (p< 0,05) y el Placebo (p< 0,05), y el E1224 BZN respecto a cada uno de ellos (p< 
0,001). Las diferencias encontradas entre la falla terapéutica de los pacientes tratados con BZN 
en los ensayos E1224 y DNDi-MSF, no fueron significativas (Figura R3; p> 0,05). 
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3.1.3. Seguimiento de pacientes en el ensayo clínico Fexinidazol 
Por motivos de seguridad farmacológica, el reclutamiento del ensayo Fexinidazol fue suspendido 
poco después de comenzar el estudio y solamente 44 pacientes completaron el seguimiento, sus 
resultados de qPCR cualitativos pre-, intra- y pos-tratamiento son presentados en la Tabla R4. 
 
Tabla R4. Resultados de qPCR cualitativos del tamizaje y el seguimiento de los pacientes del 
ensayo clínico Fexinidazol que completaron el estudio, a partir del análisis acumulativo de las 
tres muestras seriadas de cada tiempo. 
Grupo 
N TMZ 
Visitas de Seguimiento 
de Tto D08 D15 D22 D36 2M 4M 6M 12M 









































































































































N: número de muestras; TMZ: tamizaje; D08, D15, D22 y D36: 8, 15, 22 y 36 días; 2M, 4M, 6M y 12M: 
2, 4, 6 y 12 meses; FXN: fexinidazol; DBC, DBM y DBL: dosis baja corta, media y larga; DAC, DAM y 
DAL: dosis alta corta, media y larga; Pos: positivo; ND: no detectable 
 
El 100% de los pacientes tratados con FXN, sin importar su dosis o duración, tuvieron qPCRs no 
detectables desde el día 8 de iniciado el tratamiento hasta los 12 meses de fin de seguimiento. 
Mientras, los pacientes del grupo Placebo mantuvieron qPCRs positivas durante todo el estudio; 




3.2. Análisis de la variabilidad genética de secuencias de ADN satélite de T. cruzi 
3.2.1. Clonado y secuenciación 
Se clonaron y secuenciaron 201 copias diferentes de ADNSat de 11 cepas de T. cruzi de cinco 
UDTs, tres TcI [K-98, Col4R, y Dm28c], una TcII [JG], una TcIII [LL051-P24-Ro], tres TcIV 
[4167, Am64, y Dog Theis], y tres TcVI [RA, VD, y Tulahuen]. Además, se descargaron de la 
base de datos de GenBank 134 copias diferentes de secuencias de ADNSat de ocho cepas de T. 
cruzi representativas de las UDTs TcI [Sylvio X10 cl1], TcII [Y], TcIII [3869 y M6241 cl6], 
TcV [115, B147 y NR cl3], y TcVI [CL Brener] (Tabla M1, sección 2.2.2). 
 
3.2.2. Análisis filogenético 
El análisis filogenético por inferencia Bayesiana mostró que las 335 secuencias de ADNSat 
analizadas, fueron agrupadas en tres clados principales denominados TcI/III, TcII y TcIV (Figura 
R4), los cuales correspondieron a secuencias provenientes de cepas TcI y TcIII, TcII, y TcIV, 
respectivamente. Las cepas de TcV y TcVI tuvieron dos conjuntos de secuencias distribuidas en 
los clados TcI/III y TcII. No se observaron subgrupos monofiléticos dentro del clado TcIV para 
las secuencias de las cepas TcIVS (4167 y Am64) y TcIVN (Dog Theis). 
 
El clado TcI/III fue el que agrupó un mayor número de secuencias (N= 179), más que los clados 
TcII (N= 105) y TcIV (N= 51) juntos, y el que además mostró una topología de mayor 
complejidad, con dos subgrupos principales de 18 y 66 secuencias (Figura R4). El primero de 
estos subgrupos, presentó una elevada probabilidad posterior (PP= 1) y estuvo formado por 
secuencias de ADNSat de todas las cepas TcIII analizadas en este trabajo, dos TcV (B147 y NR 
cl3), y dos TcVI (RA y VD). El segundo (PP= 0,66), tuvo una mayor diversidad e incluyó 
secuencias de todas las cepas TcI, TcIII y TcVI, y dos TcV (115 y B147). 
 
La Tabla R5 detalla la distribución de las secuencias de ADNSat de las cepas de los linajes 
híbridos TcV y TcVI entre los clados TcI/III y TcII. Como se muestra, mientras las cepas TcV 
115 y NR cl3 presentaron las mayores proporciones de secuencias de ADNSat tipo TcI/III y 
TcII, respectivamente, la cepa B147 tuvo una distribución similar de secuencias entre ambos 
clados. En el caso de las cepas TcVI, RA y VD tuvieron alrededor de 60 y 40% de secuencias de 
ADNSat tipo TcI/III y TcII, respectivamente, Tulahuen fue justo lo opuesto, y CL Brener tuvo 





Figura R4. Árbol filogenético Bayesiano de 335 secuencias de ADN satélite de 19 cepas de T. 
cruzi representativas de las seis UDTs TcI-TcVI. Los valores de soporte de probabilidad 
posterior son mostrados en los nodos para los grupos relevantes. El color y la forma de los 
taxones indican la UDT y la cepa, respectivamente, de donde proviene la secuencia: TcI [Sylvio 
X10 cl1 (▲), K-98 (■), Col4R (●), y Dm28c (♦)], TcII [Y (▲) y JG (■)], TcIII [3869 (▲), 
M6241 cl6 (■), y LL051-P24-Ro (●)], TcIV [4167 (▲), Am64 (■), y Dog Theis (●)], TcV [115 
(▲), B147 (■), y NR cl3 (●)], y TcVI [CL Brener (▲), RA (■), VD (●), y Tulahuen (♦)]. 
 
La estimación de las distancias genéticas [Media del número de sustituciones de base por sitio (± 
Error Estándar)] dentro de cada clado obtuvo valores de 5,6 (± 1,1%), 4,0 (± 0,8%) y 6,3 (± 
1,1%) para los clados TcI/III, TcII y TcIV, respectivamente. Por otro lado, la comparación entre 
clados mostró mayores distancias entre las secuencias de ADNSat tipo TcI/III y TcIV [9,5 (± 
2,9%)], que entre las tipo TcI/III y TcII [7,3 (± 2,2%)], y TcII y TcIV [6,9 (± 2,1%)]. 
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Tabla R5. Distribución de secuencias de ADN satélite de las cepas TcV y TcVI entre los clados 
TcI/III y TcII. 
UDT Cepa Secuencias Totales 
ADNSat tipo 
TcI/III [N (%)] 
ADNSat tipo 
TcII [N (%)] 
TcV 
115 10 8 (80,0) 2 (20,0) 
B147 13 6 (46,2) 7 (53,8) 
NR cl3 14 3 (21,4) 11 (78,6) 
TcVI 
CL Brener 20 7 (35,0) 13 (65,0) 
RA 20 12 (60,0) 8 (40,0) 
VD 24 13 (54,2) 11 (45,8) 
Tulahuen 17 7 (41,2) 10 (58,8) 
UDT: Unidad Discreta de Tipificación; N: número de secuencias 
 
Cuando fueron estimadas las distancias genéticas intra-UDTs, para TcI [5,3 (± 1,1%)], TcII [4,0 
(± 0,8%)] y TcIII [5,2 (± 1,1%)] se obtuvieron valores similares a los obtenidos para sus clados 
correspondientes; mientras que TcV y TcVI tuvieron distancias intra-UDT de 8,6 (± 1,6%). 
Como se esperaba, se encontró poca distancia genética entre las secuencias de las cepas TcI y 
TcIII, y mayores distancias cuando éstas fueron comparadas con las secuencias TcII (Tabla R6). 
En general, las secuencias TcV y TcVI fueron muy similares entre ellas y más cercanas a las 
secuencias TcII que a las TcI y TcIII; mientras que las secuencias TcIV fueron más distantes a 
aquellas de las cepas TcI y TcIII que a las secuencias TcII, TcV y TcVI. 
 
Tabla R6. Estimación de las distancias genéticas entre las secuencias de ADN satélite de las seis 
Unidades Discretas de Tipificación (UDTs) de T. cruzi. 
UDTs/ Número de sustituciones de base por sitio [Media (± EE)] (%) 
TcI TcII TcIII TcIV TcV 
TcII 7,8 (± 2,3)         
TcIII 0,7 (± 0,3) 6,5 (± 2,1)       
TcIV 9,7 (± 2,8) 6,9 (± 2,0) 9,7 (± 2,8)     
TcV 2,8 (± 0,8) 1,3 (± 0,4) 2,1 (± 0,7) 6,2 (± 1,8)   
TcVI 2,2 (± 0,6) 1,7 (± 0,5) 1,6 (± 0,5) 6,2 (± 1,8) 0,0 (± 0,1) 
EE: error estándar 
 
Por último, la Tabla A1 (Anexos) muestra las distancias genéticas entre las secuencias de las 19 
cepas de T. cruzi analizadas. Dentro de las particularidades encontradas cabe destacar la mayor 
distancia entre K-98 y el resto de las cepas TcI (Sylvio X10 cl1, Col4R y Dm28c), más cercanas 
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entre sí; la elevada conservación del ADNSat entre las cepas TcII (Y y JG); la menor distancia 
entre LL051-P24-Ro y las cepas TcI en comparación con las otras cepas TcIII (M6241 cl6 y 
3869), muy cercanas entre ellas; la mayor distancia entre Dog Theis (TcIVN) y las dos cepas 
TcIVS (Am64 y 4167), también muy cercanas entre ellas; la mayor distancia entre NR cl3 y 115, 
y sus similares distancias con la otra cepa TcV (B147), relacionada con la cercanía de la primera 
a las cepas TcII, y de la segunda a las cepas TcI y TcIII; la escasa distancia encontrada entre las 
cepas TcVI y la cercanía de estas a las cepas TcV, en particular a B147; así como que CL Brener 
y Tulahuen tuvieron mayor distancia con las cepas TcI y TcIII que con las TcII, mientras las 
otras dos cepas TcVI (RA y VD) presentaron distancias similares con las cepas de estos linajes. 
 
3.2.3. Identificación de patrones moleculares 
Los patrones moleculares de secuencias de ADNSat identificados para cada uno de los clados del 
árbol filogenético son mostrados en la Tabla R7. Con la ayuda del programa VESPA fueron 
identificados 15 sitios polimórficos o SNPs asociados con uno o dos tipos de ADNSat. Sólo en 
dos sitios, correspondientes a las posiciones 16 y 129, el nucleótido predominante permitió 
discriminar entre los tres tipos de secuencias de ADNSat. Sin embargo, aun en estos dos sitios 
fue posible hallar nucleótidos poco frecuentes para un tipo específico de ADNSat, que fueron 
predominantes en las secuencias de alguno de los otros dos clados filogenéticos. De esta forma, 
los patrones moleculares de cada tipo de secuencia de ADNSat (TcI/III, TcII y TcIV) fueron 
definidos a partir del análisis conjunto de los 15 sitios polimórficos identificados (Tabla R7). 
 
Para validar los patrones moleculares de ADNSat, se obtuvo la secuencia consenso de cada cepa 
de T. cruzi incluida en este trabajo y la clasificación resultante según su tipo de ADNSat fue 
comparada con la UDT reportada para cada cepa (Tabla R8). Los 15 sitios polimórficos fueron 
analizados de acuerdo con los patrones moleculares específicos a los que correspondieran el o 
los nucleótidos presentes en cada posición. Los SNPs correspondientes a uno u otro tipo de 
ADNSat fueron contabilizados y la secuencia consenso de cada cepa fue clasificada en base al 




Tabla R7. Patrones moleculares de tipos de secuencias de ADN satélite asociados a cada uno de los diferentes agrupamientos filogenéticos. 
Tipo de 
ADNSat 
Sitios polimórficos* y frecuencias nucleotídicas** 
7 16 33 58 73 85 87 88 100 116 121 125 127 128 129 
TcI/III 
T (0,77) A (0,91) G (0,97) C (1) T (0,98) T (0,98) G (0,94) A (1) C (0,89) T (1) T (0,97) A (0,96) G (0,98) T (1) A (0,88) 
C (0,22) C (0,06) T (0,03) --- C (0,02) G (0,01) C (0,05) --- T (0,11) --- G (0,03) C (0,03) A (0,02) --- C (0,12) 
TcII 
T (1) C (0,72) T (1) T (0,98) C (0,73) T (1) C (0,98) G (0,84) T (1) T (0,97) G (0,99) A (0,78) A (1) T (1) C (1) 
--- A (0,26) --- --- T (0,25) --- --- A (0,16) --- A (0,03) T (0,01) C (0,22) --- --- --- 
TcIV C (0,86) G (0,98) G (1) T (0,88) C (0,63) G (0,84) G (0,84) A (1) T (1) A (1) G (0,88) C (1) A (0,98) C (0,84) G (0,92) 
T (0,14) A (0,02) --- C (0,12) T (0,37) T (0,08) C (0,16) --- --- --- --- --- G (0,02) T (0,16) C (0,02) 




Tabla R8. Patrones moleculares y tipos de ADN satélite de las secuencias consenso de las 19 cepas de T. cruzi analizadas en este trabajo. 
UDT Cepa 
Sitios polimórficos* SNPs tipo** Tipo de 
ADNSat 7 16 33 58 73 85 87 88 100 116 121 125 127 128 129 TcI/III TcII TcIV 
TcI 
Sylvio X10 cl1 T/C A G C T T G A C T T A G T A 15 5 4 TcI/III 
K-98 T/C A G C T T G A C T T A G T A 15 5 4 TcI/III 
Col4R T/C A G C T T G A C T T A/C G/A T A/C 15 7 6 TcI/III 
Dm28c T A G C T T G A C T T A G T A 15 5 3 TcI/III 
TcII 
Y T C/A T T C/T T C G T T G A/C A T C 7 15 6 TcII 
JG T C/A T T C/T T C G/A T T G A A T C 8 15 6 TcII 
TcIII 
3869 T A/C G C T T G A C T T A G T A 15 8 4 TcI/III 
M6241 cl6 T A/C G C T T G A C/T T T A G T A/C 15 6 3 TcI/III 
LL051-P24-Ro T/C A G C T T G A C T T A G T A 15 5 4 TcI/III 
TcIV 
4167 C G G T C/T G G A T A G C A C/T G 5 6 15 TcIV 
Am64 C G G T/C C/T G G/C A T A G C A C G 5 6 15 TcIV 
Dog Theis C G G T C/T G G A T A G C A C G 4 5 15 TcIV 
TcV 
115 T A G/T C/T T/C T G/C A/G C/T T T/G A G/A T A/C 13 15 8 Híbrido 
B147 T A/C T/G T/C T/C T C/G A/G T/C T G/T A A/G T C/A 15 14 8 Híbrido 
NR cl3 T C/A T/G T/C C/T T C/G G/A T T G/T A A/G T C 15 15 8 Híbrido 
TcVI 
CL Brener T A/C T/G T/C T/C T C/G A/G T/C T G/T A/C A/G T C/A 15 15 8 Híbrido 
RA T A/C G/T C/T T/C T G/C A/G C/T T T/G A G/A T A/C 15 15 8 Híbrido 
VD T/C A/C G/T C/T T/C T C/G A/G T/C T T/G A/C G/A T C/A 15 15 10 Híbrido 
Tulahuen T C/A T/G T/C T/C T C/G G/A T/C T G/T A A/G T C/A 15 15 9 Híbrido 
UDT: Unidad Discreta de Tipificación; * en los sitios polimórficos con dos nucleótidos, el más frecuente de ellos se encuentra situado a la izquierda y el 
menos frecuente (presente al menos en el 20% de las secuencias de esa cepa) a la derecha; ** de un total de 15 sitios polimórficos; SNPs: del inglés Single 
Nucleotide Polymorphism; Híbrido: secuencias con patrones moleculares pertenecientes a ambos tipos de ADNSat TcI/III y TcII  
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En el caso de los linajes homocigotas (TcI-TcIV), la clasificación del tipo de ADNSat coincidió 
perfectamente con la UDT reportada para cada cepa de T. cruzi; aunque, como se esperaba, para 
las cepas TcI y TcIII no fue posible discriminar entre ambas UDTs, por lo que fueron 
clasificadas como ADNSat tipo TcI/III. En el mismo sentido, las cepas de los linajes 
heterocigotas (TcV y TcVI), que presentaron ambos tipos de secuencias de ADNSat TcI/III y 
TcII, tampoco pudieron ser clasificadas en una UDT en particular, y en su lugar fueron definidas 
como ADNSat tipo híbrido (Tabla R8). Un análisis más detallado de los 15 sitios polimórficos 
permitió identificar 17 patrones de secuencia únicos entre las 19 cepas de referencia. Sólo las 
cepas TcI Sylvio X10 cl1 y K-98, y LL051-P24-Ro (TcIII), compartieron el mismo patrón de 
secuencia de ADNSat (Tabla R8). Resulta llamativo que K-98, la más distante de las cepas TcI, 
fuera la que compartiera patrón con Sylvio X10 cl1; también que compartieran patrón cepas de 
diferentes UDTs, pero no que éstas sean TcI y TcIII, linajes homocigotas con menor distancia 
genética, y la cepa LL051-P24-Ro, la TcIII más cercana a cepas TcI (Tabla A1, Anexos). 
 
3.2.4. Diseño de oligonucleótidos y comparación de qPCRs 
Se obtuvo la representación gráfica de la secuencia consenso de las 335 copias de ADNSat 
analizadas, que fue comparada con los iniciadores más usados en el diagnóstico molecular de T. 
cruzi (Figura R5). A partir de las regiones conservadas de la secuencia consenso, se diseñaron 
dos juegos de iniciadores: i) TxFw/TxRv, dirigidos a amplificar un segmento interno de 142 pb 
que incluye los 15 sitios polimórficos que conforman los patrones moleculares de cada tipo de 
secuencia de ADNSat (sección 3.2.3); y ii) cruzi1c/cruzi2c, dirigidos a amplificar un segmento 
de 98 pb y diseñados con el objetivo de ser utilizados en una qPCR mejorada para el diagnóstico 
molecular de T. cruzi, junto con la sonda TaqMan cruzi3, que ha sido ampliamente utilizada para 
este propósito e hibrida en una región conservada del ADNSat (Figura R5). 
 
El nuevo ensayo de ADNSat qPCR (cruzi1c/cruzi2c/cruzi3) fue comparado con el método de 
qPCR previamente establecido (cruzi1/cruzi2/cruzi3), mediante el análisis de un conjunto de 
diluciones de ADN genómico de 12 cepas de T. cruzi representativas de las seis UDTs (Tabla 
R9). Como se muestra, el ensayo de qPCR con los nuevos iniciadores fue más sensible que el 
método actualmente en uso frente a todas las cepas analizadas, excepto para las cepas TcII contra 
las que ambos ensayos tuvieron la misma sensibilidad. En particular, cabe destacar la marcada 
diferencia encontrada entre los resultados de ambas qPCRs frente a las cepas Sylvio X10 cl1 




Figura R5. Representación gráfica de la secuencia consenso de 335 copias de ADN satélite de 
19 cepas de T. cruzi representativas de las seis UDTs TcI-TcVI. Los iniciadores en uso para el 
diagnóstico molecular de T. cruzi, así como los de nuevo diseño, aparecen alineados a su sitio de 
unión. Las flechas indican los 15 sitios polimórficos que conforman los patrones moleculares 
específicos (Tabla R7). La barra verde indica el sitio de unión de la sonda TaqMan cruzi3. 
 
3.3. Análisis del polimorfismo genético de poblaciones naturales de T. cruzi en muestras de 
sangre y aislamientos de pacientes crónicos en ensayos clínicos con drogas tripanocidas 
3.3.1. Análisis de secuencias de ADN satélite y UDTs 
Tomando como referencia los patrones moleculares de tipos de ADNSat obtenidos anteriormente 
(Tabla R7), se analizaron y clasificaron las secuencias amplificadas a partir de las muestras de 
GEB y los aislamientos de los hemocultivos de los ensayos E1224 y Fexinidazol. Las muestras 
de GEB del ensayo E1224 fueron analizadas cuando aún no había sido completado el estudio de 
secuencias de ADNSat de las cepas de referencia y no se habían diseñado los nuevos iniciadores 
TxFw/TxRv, por lo que para su análisis se usaron los iniciadores cruzi1/cruzi2 cuyo segmento de 




Tabla R9. Comparación de la sensibilidad de la qPCR de ADN satélite de T. cruzi usando los iniciadores cruzi1/cruzi2, ya establecidos, y 
cruzi1c/cruzi2c, de nuevo diseño, frente a ADN genómico de 12 cepas de T. cruzi representativas de los seis UDTs. Ambos ensayos fueron 




Cepas TcI Cepas TcII Cepas TcIII 
Sylvio X10 cl1 K-98 Y JG M5631 cl5 LL051-P24-Ro 
cruzi1/2 cruzi1c/2c cruzi1/2 cruzi1c/2c cruzi1/2 cruzi1c/2c cruzi1/2 cruzi1c/2c cruzi1/2 cruzi1c/2c cruzi1/2 cruzi1c/2c 
1,0 ND Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos 
0,5 ND Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos 
0,25 ND Pos ND Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos 
0,125 ND ND ND ND Pos Pos Pos Pos Pos Pos ND Pos 
0,0625 ND ND ND ND ND ND Pos Pos ND Pos ND ND 




Cepas TcIV Cepas TcV Cepas TcVI 
4167 Am64 MN cl2 PAH179 CL Brener RA 
cruzi1/2 cruzi1c/2c cruzi1/2 cruzi1c/2c cruzi1/2 cruzi1c/2c cruzi1/2 cruzi1c/2c cruzi1/2 cruzi1c/2c cruzi1/2 cruzi1c/2c 
1,0 Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos 
0,5 ND Pos ND Pos ND Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos 
0,25 ND Pos ND Pos ND Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos 
0,125 ND Pos ND Pos ND Pos Pos Pos ND Pos Pos Pos 
0,0625 ND Pos ND ND ND Pos ND Pos ND Pos ND Pos 




La Tabla R10 muestra la clasificación de las secuencias de ADNSat de las muestras del tamizaje 
del ensayo E1224 que fueron genotipificadas al comienzo de este estudio mediante estrategias de 
PCR convencional (Tabla R2). De las 18 muestras comparadas, 13 fueron clasificadas como 
ADNSat tipo TcII, dos tipo híbrido (TcI/III+II) y una TcI/III. Todas las muestras tipificadas 
como del grupo TcII/V/VI, incluso las del paciente con una infección mixta de TcI y TcII/V/VI, 
fueron clasificadas como ADNSat tipo TcII o híbrido. Sin embargo, solamente una de las cinco 
muestras tipificadas como TcI fue clasificada como ADNSat tipo TcI/III, mientras las cuatro 
restantes fueron identificadas como ADNSat tipo TcII o híbrido (Tabla R10). 
 
La distribución de los tipos de ADNSat identificados en las 284 muestras analizadas del tamizaje 
y el seguimiento del ensayo E1224 es mostrada en la Figura R6. En general, se detectó un mayor 
porcentaje de secuencias de ADNSat tipo TcII (67,3%) que tipo híbrido (24,3%) y TcI/III (8,4%) 
en todos los grupos de tratamiento del estudio. Los tres grupos tratados con E1224 tuvieron un 
comportamiento similar al observado en el grupo Placebo en cuanto a la disminución en la 
detección de secuencias tipo TcII en el seguimiento respecto al tamizaje. Sin embargo, mientras 
en el Placebo la detección de ADNSat tipo TcI/III disminuyó durante el seguimiento, esta 
aumentó en los grupos E1224 DB y DC, y se mantuvo constante en el E1224 DA. La detección 
de secuencias tipo híbrido aumentó durante el seguimiento de los grupos Placebo y E1224 DC, 
se mantuvo constante en el E1224 DB y disminuyó en el E1224 DA. 
 
Un análisis de la distribución de tipos de secuencias de ADNSat entre las muestras pre- y pos-
tratamiento de los pacientes con resultados en ambos períodos confirmó que ésta fue muy similar 
entre las muestras del grupo Placebo y las de aquellos tratados con E1224 (Tabla R11). Los 
pacientes con muestras con ADNSat de T. cruzi tipo TcI/III en el tamizaje presentaron muestras 
con secuencias tipo TcII o híbrido en el seguimiento, mientras que aquellos que comenzaron el 
estudio con muestras con ADNSat tipo híbrido tuvieron indistintamente muestras con uno u otro 
tipo de secuencias en el seguimiento; a excepción de los pacientes del grupo Placebo que 
tuvieron igual tipo de ADNSat de T. cruzi en sus muestras pos-tratamiento. En los grupos 
tratados con E1224 la mayoría de los pacientes con muestras con ADNSat de T. cruzi tipo TcII 
en el tamizaje mantuvieron secuencias de este tipo en sus muestras del seguimiento, mientras un 
30% de ellos tuvieron muestras con secuencias tipo TcI/III o híbrido pos-tratamiento. En el 
grupo Placebo, sin embargo, los pacientes con muestras con ADNSat tipo TcII en el tamizaje 
presentaron muestras con secuencias tipo TcII o híbrido en igual proporción en el seguimiento, 
salvo tres que tuvieron muestras con secuencias tipo TcI/III. 
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Tabla R10. Análisis de secuencias de ADN satélite de T. cruzi y genotipificación de un grupo de muestras del tamizaje del ensayo E1224. 
Localidad 
Grupo 
Paciente Sitios polimórficos SNPs tipo* Tipo de ADNSat UDT de Tto 58 73 85 87 88 100 116 121 125 127 128 129 TcI/III TcII TcIV 
CBBA 
Placebo EC049 
T C/T T C A/G T T G A A/G T C 7 12 6 H TcI 
EC231 T C T C G T T G A A T C 4 12 5 TcII TcII/V/VI 
E1224 DB 
EC062 T C T C A/G T T G A A T C 5 12 6 TcII TcI 
EC102 T C T C A/G T T G A A T C 5 12 6 TcII TcII/V/VI 
EC139 C/T C T C/G A/G T T G/T A/C A/G T C 9 12 8 H TcII/V/VI 
E1224 DC EC127 T C/T T C A/G T T G A A T C 6 12 6 TcII TcI 
E1224 DA EC230 T C/T T C A/G T T G A A T C 6 12 6 TcII TcII/V/VI 
BZN EC052 T C T C A/G T T G A A T C 5 12 6 TcII TcII/V/VI 
Tarija 
Placebo ET240 T C T C G T T G A/C A T C 4 12 6 TcII TcII/V/VI 
E1224 DB ET152 T C T C G T T G A/C A T C 4 12 6 TcII TcII/V/VI 
ET218 T C T C A/G T T G A A/G T C 6 12 6 TcII TcI+II/V/VI 
E1224 DC ET062 T C T C G T T G A A T C 4 12 5 TcII TcII/V/VI 
ET166 T C/T T C A/G T T G A A T C 6 12 6 TcII TcII/V/VI 
E1224 DA ET249 T C/T T C G T T G A A T C 5 12 5 TcII TcI 
BZN ET149 T C T C G T T G C A T C 3 11 6 TcII TcII/V/VI 
ET159 C T G/T G A T T T A G T C 10 6 4 TcI/III TcI 
* de un total de 12 sitios polimórficos; SNPs: del inglés Single Nucleotide Polymorphism; UDT: Unidad Discreta de Tipificación; CBBA: Cochabamba; DB, 





Figura R6. Distribución de tipos de ADN satélite de T. cruzi en las muestras del tamizaje y el 
seguimiento de los grupos de tratamiento del ensayo E1224. TMZ: tamizaje; STO: seguimiento; 
DB, DC y DA: dosis baja, corta y alta; BZN: benznidazol; H: híbrido; ND: no detectable 
 
Tabla R11. Distribución de tipos de ADN satélite de T. cruzi en muestras pre- y pos-tratamiento 
pareadas de pacientes del ensayo clínico E1224. 
Tipo de 
ADNSat 









TcI/III TcII H TcI/III TcII H TcI/III TcII H TcI/III TcII H 
TcI/III 3 0 2 1 1 0 0 1 1 0 0 1 1 0 1 0 
TcII 22 3 9 10 20 2 13 5 19 1 13 5 11 0 8 3 
H 3 0 0 3 4 0 3 1 6 2 3 1 3 1 1 1 
DB, DC y DA: dosis baja, corta y alta; TMZ: tamizaje; H: híbrido 
 
Con el fin de detectar posibles cambios en las secuencias de ADNSat pre- y pos-tratamiento se 
compararon las secuencias del tamizaje y el seguimiento de los pacientes de cada grupo de 
tratamiento con resultados en ambos períodos (Tabla R12). Sólo se encontraron uno o dos sitios 
por grupo en los que las frecuencias nucleotídicas para esa posición fueron diferentes entre las 
secuencias del tamizaje y el seguimiento [Placebo (51 y 73), E1224 DB (170), E1224 DC (51 y 
170) y E1224 DA (73 y 92)]. Sin embargo, en todos ellos las frecuencias nucleotídicas de las 
secuencias pre- y pos-tratamiento se mantuvieron cercanas al 50%, y siempre estuvo involucrado 
un nucleótido degenerado que contenía a su alternativa. Por otra parte, dos de los cuatro sitios 
con diferentes frecuencias nucleotídicas pre- y pos-tratamiento de los grupos tratados con E1224 
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fueron también detectados en las secuencias de las muestras del grupo Placebo y sólo uno de 
ellos correspondió a un sitio asociado a tipos de secuencias de ADNSat específicas (Tabla R7). 
 
Tabla R12. Detección de sitios con diferentes frecuencias nucleotídicas entre las secuencias de 
ADN satélite de T. cruzi de las muestras pre- y pos-tratamiento del ensayo clínico E1224. 
Grupos de 
Secuencias 
Sitios con diferentes frecuencias nucleotídicas* 
Placebo E1224 DB E1224 DC E1224 DA 
51 73 170 51 170 73 92 
Tamizaje Y (0,50) C (0,50) C (0,64) Y (0,50) C (0,61) Y (0,53) R (0,53) 
T (0,46) Y (0,36) Y (0,24) T (0,39) Y (0,39) C (0,27) G (0,40) 
Seguimiento 
T (0,57) Y (0,32) Y (0,56) T (0,50) Y (0,50) C (0,53) G (0,53) 
Y (0,39) C (0,32) C (0,40) Y (0,42) C (0,50) Y (0,40) R (0,40) 
* las frecuencias nucleotídicas se indican entre paréntesis; DB, DC y DA: dosis baja, corta y alta 
 
Para el análisis del ensayo Fexinidazol, a diferencia del E1224, se contó con los iniciadores 
TxFw/TxRv, por lo que en la clasificación del tipo de secuencias de cada muestra se tuvo en 
cuenta el aporte de los 15 sitios polimórficos del ADNSat (Figura R5). De las 47 muestras 
analizadas, una (2,1%), 13 (27,7%) y 33 (70,2%) fueron identificadas como ADNSat tipo TcI/III, 
TcII e híbrido, respectivamente. Los pacientes con muestras con ADNSat de T. cruzi tipo híbrido 
estuvieron homogéneamente distribuidos entre los diferentes grupos de tratamiento, no así los 
que tuvieron muestras con secuencias tipo TcII. Cuatro pacientes del grupo Placebo con 
muestras con ADNSat de T. cruzi tipo híbrido (3) y TcII (1) en el tamizaje presentaron igual tipo 
de secuencias en sus muestras del seguimiento; mientras un paciente tuvo muestras con ADNSat 
de T. cruzi tipo híbrido en el tamizaje y muestras con secuencias tipo TcII en el seguimiento, y 
otro presentó muestras con ADNSat tipo TcII e híbrido pre- y pos-tratamiento, respectivamente. 
 
La Tabla R13 muestra la clasificación a partir del análisis de tipos de secuencias de ADNSat y la 
genotipificación por qPCR Multiplex con sondas TaqMan de los 28 aislamientos de T. cruzi 
obtenidos a partir de los hemocultivos realizados al final del seguimiento y durante el tamizaje 
de los pacientes de los ensayos E1224 (N= 21) y Fexinidazol (N= 7), respectivamente. Además, 
para su comparación, se muestran los resultados de la clasificación de los tipos de ADNSat de las 
muestras GEB colectadas en la misma visita en que fueron realizados los hemocultivos. Todos 
los grupos de tratamiento de ambos ensayos clínicos estuvieron representados en este análisis, a 
excepción del grupo BZN del ensayo E1224 y el FXN DAM del ensayo Fexinidazol. 
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de Tto Paciente 
Hemocultivos GEB 
Sitios Polimórficos SNPs tipo* Tipo de 
ADNSat UDT 
Tipo de 





EC049 T A/C G/T C/T C/T T C/G A/G T T G/T A/C A/G T C/G 13 15 10 H TcV H 
EC069 T A/C G/T C/T C/T T C/G A/G T T G/T A/C A/G T C 13 15 9 H TcV H 
EC096 T A/C G/T C/T C/T T C/G A/G T T G/T A/C A/G T C/G 13 15 10 H TcV TcII 
EC108 T A/C G/T C/T C/T T C/G A/G T T G/T A A/G T C 13 15 8 H TcV --- 
DB 
EC072 T A/C T T C/T T C/G A/G T T G/T A A T C 10 15 7 H TcV H 
EC073 T A/C G/T C/T C/T T C/G A/G T T G/T A/C A/G T C/G 13 15 10 H TcV --- 
EC176 T A/C G/T C/T C/T T C/G A/G T T G/T A/C A/G T C/G 13 15 10 H TcV --- 
EC182 T A/C G/T C/T C/T T C/G A/G T T G/T A/C A/G T C 13 15 9 H TcV TcII 
EC246 T A/C G/T C/T C/T T C/G A/G T T G/T A/C A/G T C/G 13 15 10 H TcV --- 
EC262 T A/C G/T C/T C/T T C/G A/G T T G/T A/C A/G T C/G 13 15 10 H TcV H 
DC EC019 T A/C G/T C/T C/T T C A/G T T G/T A/C A/G T C 12 15 8 H TcV TcII 
EC111 T A/C G/T C/T C/T T C/G A/G T T G/T A/C A/G T C/G 13 15 10 H TcV TcI/III 
DA EC110 T A/C G/T C/T C/T T C/G A/G T T G/T A/C A/G T C 13 15 9 H TcV TcII 
EC230 T A/C G/T C/T C/T T C/G A/G T T G/T A/C A/G T C 13 15 9 H TcV H 
Tarija 
PL ET212 T A/C T T C T C A/G T T G A A T C 7 15 6 TcII TcII TcII 
ET248 T A/C G/T C/T C/T T C/G A/G T T G/T A/C A/G T C/G 13 15 10 H TcV+VI H 
DB 
ET079 T A/C G/T C/T C/T T C/G A/G T T G/T A/C A/G T C/G 13 15 10 H TcV TcII 
ET153 T A/C G/T C/T C/T T C/G A/G T T G/T A/C A/G T C 13 15 9 H TcV --- 
ET197 T A/C G/T C/T C/T T C/G A/G T T G/T A A T C 12 15 8 H TcV TcII 
DC ET184 T A/C G/T C/T C/T T C/G A/G T T G/T A/C A/G T C/G 13 15 10 H TcV TcII 
ET229 T A/C G/T C/T C/T T C/G A/G T T G/T A/C A/G T C/G 13 15 10 H TcV --- 
* de un total de 15 sitios polimórficos; SNPs: del inglés Single Nucleotide Polymorphism; UDT: Unidad Discreta de Tipificación; GEB: guanidina-EDTA-
sangre; 12M: 12 meses; CBBA: Cochabamba; PL: Placebo; DB, DC y DA: dosis baja, corta y alta; H: híbrido 
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de Tto Paciente 
Hemocultivos GEB 
Sitios Polimórficos SNPs tipo* Tipo de 
ADNSat UDT 
Tipo de 




DBC F014 T A/C G/T C/T C/T T C/G A/G T T G/T A/C A/G T C/G 13 15 10 H TcV TcII 
DBM F074 T A/C G/T C/T C/T T C/G A/G T T G/T A/C A/G T C 13 15 9 H TcV TcII 
DAC F069 T A/C G/T C/T C/T T C/G A/G T T G/T A/C A T C 12 15 9 H TcV H 
DAL F070 T A/C G/T C/T C/T T C A/G T T G/T A A T C 11 15 7 H TcV H 
Tarija 
PL F564 T A/C G/T C/T C/T T C/G A/G T T G/T A/C A/G T C 13 15 9 H TcV H 
DBC F522 T A/C G/T C/T C/T T C/G A/G T T G/T A/C A/G T C/G 13 15 10 H TcV H 
DBL F524 T A/C G/T C/T C/T T C/G A/G T T G/T A A/G T C 13 15 8 H TcV H 
* de un total de 15 sitios polimórficos; SNPs: del inglés Single Nucleotide Polymorphism; UDT: Unidad Discreta de Tipificación; GEB: guanidina-EDTA-
sangre; FXN: Fexinidazol; TMZ: tamizaje; CBBA: Cochabamba; PL: Placebo; DBC, DBM y DBL: dosis baja corta, media y larga; DAC y DAL: dosis alta 




Los resultados de ambos métodos de tipificación mostraron una perfecta coincidencia. Excepto 
el aislamiento ET212 del ensayo E1224, que fue ADNSat tipo TcII, el resto tuvo secuencias tipo 
híbrido, incluidos los del ensayo Fexinidazol. Este aislamiento con secuencias tipo TcII fue 
confirmado como TcII mediante genotipificación por qPCR Multiplex. A su vez, todos los que 
tuvieron ADNSat tipo híbrido fueron tipificados como TcV, excepto el ET248 que fue TcV+VI. 
Entre los 28 aislamientos se identificaron nueve patrones diferentes de secuencias de ADNSat, 
tres de ellos compartidos por hemocultivos de ambas cohortes (Cochabamba y Tarija) y ensayos 
clínicos. Los aislamientos EC019, EC072, ET197, ET212 (TcII), F069 y F070 tuvieron patrones 
únicos; mientras los restantes fueron compartidos por: EC108 y F524; EC069, EC110, EC182, 
EC230, ET153, F074 y F564; y EC049, EC073, EC096, EC111, EC176, EC246, EC262, ET079, 
ET184, ET229, ET248 (TcV+VI), F014 y F522. La comparación de los tipos de ADNSat de los 
hemocultivos y sus correspondientes muestras GEB, mostró 12 resultados coincidentes (11 
secuencias tipo híbrido y una tipo TcII), mientras que las muestras GEB de 10 aislamientos con 
ADNSat tipo híbrido fueron identificadas como tipo TcII (9) y TcI/III (1) (Tabla R13). 
 
Por último, se realizó un análisis filogenético mediante inferencia Bayesiana para confirmar la 
clasificación de las secuencias de ADNSat de las muestras GEB y los hemocultivos de ambos 
ensayos (Figura R7), utilizando como referencia 140 secuencias de cepas TcI-IV (Tabla M2, 
sección 2.3.2). Sólo los árboles de los grupos E1224 DA y BZN conservaron la topología del 
árbol original construido a partir de las secuencias de referencia (Figura A1, Anexos), con los 
tres clados TcI/III, TcII y TcIV completamente definidos. En el resto de los árboles del ensayo 
E1224, correspondientes a los grupos Placebo y E1224 DB y DC, y el del ensayo Fexinidazol, se 
observó una fusión de los clados TcI/III y TcII, aunque todas las secuencias TcII de referencia se 
agruparon en el nodo basal, mientras las TcI/III formaron un subgrupo monofilético (Figura R7). 
En cada uno de los árboles filogenéticos, las secuencias tipo TcII e híbrido de las muestras GEB 
y los hemocultivos se agruparon junto con los ADNSat TcII de referencia, incluidas aquellas de 
las cuatro muestras del ensayo E1224 que fueron clasificadas como ADNSat tipo TcII o híbrido 
pero tipificadas como TcI por PCR convencional (Tabla R10). Las secuencias tipo TcI/III de 
cada grupo de tratamiento del ensayo E1224 formaron un subgrupo independiente que compartió 
nodo con el subgrupo TcI/III de referencia; excepto aquellas del E1224 DC que formaron parte 
del nodo basal junto con los ADNSat tipo TcII e híbrido. En cambio, la única secuencia tipo 
TcI/III del ensayo Fexinidazol se integró a su correspondiente subgrupo TcI/III de referencia. 
Además, nueve secuencias tipo híbrido de muestras GEB de los grupos Placebo (6), E1224 DB 




Figura R7. Árbol filogenético Bayesiano de secuencias de referencia de ADN satélite TcI-TcIV 
y las secuencias de las muestras clínicas y los hemocultivos de los ensayos E1224 y Fexinidazol. 
Los valores de soporte de probabilidad posterior son mostrados en los nodos para los grupos 
relevantes. El color de las ramas indica el tipo de ADN satélite de la muestra de donde proviene 




Figura R7. (cont.) Árbol filogenético Bayesiano de secuencias de referencia de ADN satélite 
TcI-TcIV y las secuencias de las muestras clínicas y los hemocultivos de los ensayos E1224 y 
Fexinidazol. Los valores de soporte de probabilidad posterior son mostrados en los nodos para 
los grupos relevantes. El color de las ramas indica el tipo de ADN satélite de la muestra de donde 
proviene la secuencia: TcI/III, TcII e híbrido. D: E1224 Dosis Alta; E: E1224 Benznidazol; F: 




3.3.2. Análisis de secuencias de ADN de kinetoplasto 
En base al interés en explorar las distancias genéticas entre los perfiles de PCR-RFLP de ADNk 
de cepas de diferentes linajes, se determinaron las distancias de Jaccard entre los perfiles de 12 
cepas de T. cruzi representativas de las seis UDTs (Tabla A2, Anexos). El árbol de Neighbor-
Joining construido a partir de estas distancias es mostrado en la Figura R8. 
 
 
Figura R8. Árbol de Neighbor-Joining de las distancias de Jaccard de los perfiles de PCR-RFLP 
de ADNk de 12 cepas de T. cruzi representativas de las seis UDTs. TcI (Sylvio X10 cl1 y K-98), 
TcII (Y y JG), TcIII (M5631 cl5 y LL051-P24-Ro), TcIV (4167 y Am64), TcV (MN cl2 y 
PAH179) y TcVI (CL Brener y RA). 
 
A diferencia de las distancias genéticas estimadas a partir del análisis de secuencias de ADNSat 
(Tabla A1, Anexos), no se encontró relación entre las distancias de Jaccard de los perfiles de 
PCR-RFLP de ADNk y las UDTs de las 12 cepas de T. cruzi analizadas (Figura R8). Llama la 
atención la elevada distancia entre los perfiles de cepas de una misma UDT que en algunos 
casos, como el de las cepas TcI (Sylvio X10 cl1 y K-98) y TcVI (CL Brener y RA), incluso fue 
superior a la que presentaron frente a cepas de otros linajes (Tabla A2, Anexos). En particular, 
los perfiles de ambas cepas TcIV (4167 y Am64) fueron los que mostraron menor distancia intra-
UDT. Las mayores distancias entre cepas de diferentes UDTs se obtuvieron entre MN cl2 (TcV) 
y CL Brener, y Am64 y las cepas K-98, M5631 cl5 (TcIII) y MN cl2; mientras las más cercanas 
fueron Sylvio X10 cl1 y LL051-P24-Ro (TcIII), y Am64 y CL Brener. 
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Con el propósito de minimizar los errores inherentes a este método, todas las muestras GEB de 
un mismo paciente fueron analizadas en el mismo gel. A diferencia del análisis de secuencias de 
ADNSat, en este estudio se incluyeron, además del tamizaje, todas las muestras qPCR positivas 
pos-tratamiento de cada paciente. Los valores de las distancias de Jaccard entre los perfiles de 
PCR-RFLP de ADNk de las muestras del tamizaje y el seguimiento de los pacientes de cada 
grupo de tratamiento del ensayo E1224 son resumidos en la Tabla R14. 
 
De todos los pacientes enrolados en este ensayo, aquellos incluidos en el grupo Placebo fueron 
los que presentaron un rango más amplio de distancias genéticas entre sus muestras pre- y pos-
tratamiento. Las distancias de Jaccard entre los perfiles de PCR-RFLP de los pacientes de este 
grupo estuvieron en un rango desde cero, únicos con distancia cero entre sus muestras, hasta 
0,85, máximo sólo superado por las muestras de un paciente del grupo E1224 DB. Como era de 
esperar en base a esos resultados, no se encontraron diferencias significativas entre las distancias 
genéticas de las muestras del grupo Placebo y aquellas de los grupos tratados con E1224, para 
cada visita de seguimiento (Tabla R14; p> 0,05). Mientras, el único paciente refractario al BZN 
que pudo ser analizado tuvo una distancia de 0,81 entre sus muestras pre- y pos-tratamiento. 
 
Las distancias genéticas entre las muestras pre- y pos-tratamiento del Placebo, y de los grupos 
tratados con E1224 pueden apreciarse en mayor detalle en la Figura R9. Cabe destacar la gran 
variabilidad observada, con valores de distancia que cubren un amplio rango en cada tiempo de 
muestreo de los diferentes grupos de tratamiento. No se encontraron diferencias significativas al 
comparar las distancias entre las muestras colectadas a lo largo del seguimiento respecto al 
tamizaje para cada grupo de tratamiento (p> 0,05). Por otro lado, el análisis de varianza de 
medidas repetidas efectuado a los pacientes del grupo Placebo con valores de distancia para cada 
tiempo de muestreo tampoco mostró diferencias significativas entre ellos (p> 0,05). 
 
En el caso del ensayo Fexinidazol, el hecho de contar con muestras desde el día ocho de iniciado 
el tratamiento, permitió hacer un análisis más profundo de los cambios en los perfiles de PCR-
RFLP de las muestras de cada paciente del grupo Placebo (Figura R10). De los cinco pacientes 
de este grupo con resultados en cada muestreo, tres (F038, F067 y F512) mantuvieron distancias 
más constantes entre los perfiles de sus muestras pre-, intra- y pos-tratamiento; de ellos, F038 y 
F067 fueron los que mostraron mayor y menor distancia con sus tamizajes, respectivamente. Los 
otros dos pacientes tuvieron resultados más variables, el F007 fue alternando mayores y menores 
distancias desde el comienzo del tratamiento hasta el final del seguimiento; mientras el F564 
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arrancó el estudio con una distancia de cero que fue incrementando en la medida que avanzó el 
tratamiento para luego ir disminuyendo y volver a cero hacia el final del seguimiento. El análisis 
de varianza de medidas repetidas de las distancias entre los perfiles de ADNk del tamizaje y cada 
tiempo de muestreo de estos pacientes no mostró la existencia de diferencias significativas (p> 
0,05). Ninguno de los pacientes de este estudio alcanzó los máximos valores de distancia 
encontrados entre algunas muestras de los pacientes del grupo Placebo del ensayo E1224. 
 
Tabla R14. Estimación de las distancias genéticas entre los perfiles de PCR-RFLP de ADNk de 
las muestras pre- y pos-tratamiento de los pacientes del ensayo clínico E1224. 
Grupo 
Parámetros Distancia de Jaccard 
de Tto 2M 4M 6M 12M 
Placebo 
N 22 27 25 21 
Mediana 0,41 0,44 0,50 0,47 
P25 - P75 0,23 - 0,60 0,32 - 0,54 0,30 - 0,57 0,36 - 0,57 
Min - Max 0,00 - 0,81 0,00 - 0,85 0,00 - 0,77 0,00 - 0,81 
E1224 DB 
N 0 7 19 18 
Mediana 
--- 0,44 0,47 0,49 
P25 - P75 
--- 0,36 - 0,52 0,32 - 0,59 0,38 - 0,56 
Min - Max 
--- 0,29 - 0,67 0,11 - 0,75 0,27 - 0,88 
E1224 DC 
N 1 16 10 21 
Mediana 0,56 0,5 0,45 0,44 
P25 - P75 
--- 0,40 - 0,56 0,37 - 0,49 0,39 - 0,53 
Min - Max 
--- 0,13 - 0,68 0,30 - 0,80 0,14 - 0,78 
E1224 DA 
N 0 4 6 12 
Mediana 
--- 0,37 0,43 0,47 
P25 - P75 
--- 0,35 - 0,42 0,33 - 0,56 0,37 - 0,53 
Min - Max 
--- 0,33 - 0,53 0,15 - 0,67 0,29 - 0,65 
BZN 
N 0 0 1 0 
Mediana 
--- --- 0,81 --- 
P25 - P75 
--- --- --- --- 
Min - Max 
--- --- --- --- 
TMZ: tamizaje; 2M, 4M, 6M y 12M: 2, 4, 6 y 12 meses; DB, DC y DA: dosis baja, corta y alta; BZN: 






Figura R9. Distancias genéticas entre los perfiles de PCR-RFLP de ADNk de las muestras pre- 
y pos-tratamiento del ensayo clínico E1224. A: Placebo; B: E1224 Dosis Baja; C: E1224 Dosis 
Corta; D: E1224 Dosis Alta; 2M, 4M, 6M y 12M: 2, 4, 6 y 12 meses 
 
 
Figura R10. Distancias genéticas entre los perfiles de PCR-RFLP de ADNk de las muestras pre- 
e intra- y pos-tratamiento de cinco pacientes del grupo Placebo del ensayo clínico Fexinidazol. 
D08, D15, D22 y D36: 8, 15, 22 y 36 días; 2M, 4M, 6M y 12M: 2, 4, 6 y 12 meses 
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La Tabla A3 (Anexos) muestra las distancias de Jaccard entre los perfiles de PCR-RFLP de 
ADNk de los 28 hemocultivos de los ensayos E1224 y Fexinidazol, y la Figura R8 el árbol de 
Neighbor-Joining construido a partir de las mismas. En general, hubo pocas diferencias entre los 
perfiles de la mayoría de los aislamientos y varios incluso tuvieron cero distancia entre ellos. 
Entre todos los aislamientos se identificaron ocho perfiles de PCR-RFLP diferentes, dos de los 
cuales fueron compartidos por hemocultivos de ambas cohortes (Cochabamba y Tarija) y 
ensayos clínicos. Cinco aislamientos, todos del ensayo E1224, tuvieron perfiles únicos, entre 
estos se encontraron ET212 (TcII) y ET248 (TcV+VI); mientras que los tres perfiles restantes 
fueron compartidos por tres, cuatro y 16 hemocultivos TcV (Figura R8). Como se esperaba, 
ET212 fue el que presentó mayor distancia del resto de los aislamientos de ambos ensayos. 
Aunque algunos coincidieron, en general los hemocultivos con iguales perfiles de PCR-RFLP 
tuvieron más de un patrón de secuencias de ADNSat entre ellos, y viceversa. 
 
 
Figura R11. Árbol de Neighbor-Joining de las distancias de Jaccard de los perfiles de PCR-
RFLP de ADNk de los hemocultivos de los ensayos clínicos E1224 y Fexinidazol. 
 
Finalmente, se compararon los perfiles de ADNk de los hemocultivos del ensayo Fexinidazol y 
aquellos de sus correspondientes muestras GEB, analizadas con iguales reactivos y condiciones, 
y se estimó la distancia de Jaccard entre ellos. Aunque cercanas, ninguno de los pares de 
muestras hemocultivo-GEB tuvo cero distancia entre sus perfiles de PCR-RFLP; sus valores 
fueron: F069 (0,33), F070 (0,29), F074 (0,14), F522 (0,13), F524 (0,22) y F564 (0,13). 
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3.3.3. Análisis de secuencias de ADN de loci microsatélites 
Los resultados del análisis de seis loci microsatélites en los aislamientos obtenidos a partir de los 
hemocultivos de los ensayos E1224 y Fexinidazol son presentados en la Tabla R15. Cabe 
destacar el escaso grado de polimorfismo en estos seis loci para todos los aislamientos TcV de 
ambos ensayos, en comparación al encontrado mediante el análisis de secuencias de ADNSat y 
PCR-RFLP de ADNk. Sólo la cepa TcII, aislada del paciente ET212 del ensayo E1224, mostró 
un perfil genético completamente diferente al resto de los aislamientos, con la presencia de un 
único alelo para cada uno de los loci, excepto para el locus TcTAT20 que fue heterocigótico. En 
todos los aislamientos se demostró la presencia del alelo de 99 pb, característico de cepas del 
grupo TcII/V/VI, y la ausencia del alelo de 96 pb, específico de cepas TcI, en el locus TcTAC15, 
lo que corrobora los resultados del análisis de secuencias de ADNSat y la genotipificación. 
Resulta notable que para ninguno de los loci analizados se detectó la presencia de más de dos 
alelos diferentes en ninguno de los aislamientos, lo que en principio sugeriría la existencia de 
poblaciones monoclonales en cada uno de ellos. Razón por la cual este hallazgo resulta aún más 
llamativo en el caso del aislamiento ET248, previamente tipificado como TcV+VI y por lo tanto 




Tabla R15. Perfil genético de secuencias de ADN de loci microsatélites de los hemocultivos de 




de Tto Paciente 
Loci Microsatélites (pb) UDT 





EC049 99/135 265/271 164/164 131/152 259/271 184/220 TcV 
EC069 99/135 265/271 164/164 131/152 259/271 184/220 TcV 
EC096 99/135 265/271 164/164 131/152 259/271 184/220 TcV 
EC108 99/135 265/271 164/164 131/152 259/271 184/220 TcV 
DB 
EC072 99/135 265/271 164/164 131/152 259/271 184/220 TcV 
EC073 99/135 265/271 164/164 131/152 259/271 184/220 TcV 
EC176 99/135 265/271 164/164 131/152 259/271 184/220 TcV 
EC182 99/135 265/271 164/164 131/152 259/271 184/220 TcV 
EC246 99/135 265/271 164/164 131/152 259/271 184/220 TcV 
EC262 99/135 265/271 164/164 131/152 259/271 184/220 TcV 
DC EC019 
99/135 265/271 164/164 131/152 259/271 184/220 TcV 
EC111 99/135 265/271 164/164 131/152 259/271 184/220 TcV 
DA 
EC110 99/135 265/271 164/164 131/152 259/271 184/220 TcV 
EC230 99/135 265/271 164/164 131/152 259/271 184/220 TcV 
Tarija 
PL 
ET212 99/99 265/265 149/149 152/152 259/259 181/223 TcII 
ET248 99/135 265/271 164/164 131/152 259/271 184/220 TcV+VI 
DB 
ET079 99/135 265/271 164/164 131/152 259/271 184/220 TcV 
ET153 99/135 265/271 164/164 131/152 259/271 184/220 TcV 
ET197 99/135 265/271 164/164 131/152 259/271 184/220 TcV 
DC 
ET184 99/135 265/271 164/164 131/152 259/271 184/220 TcV 




DBC F014 99/135 265/274 164/164 131/152 259/271 184/220 TcV 
DBM F074 99/135 265/271 164/164 131/152 259/271 184/220 TcV 
DAC F069 99/135 265/271 164/164 131/152 259/271 184/220 TcV 
DAL F070 99/135 265/271 164/164 131/152 259/271 184/220 TcV 
Tarija 
PL F564 99/135 265/271 164/164 131/152 259/271 184/220 TcV 
DBC F522 99/135 265/271 164/164 131/152 259/271 184/220 TcV 
DBL F524 99/135 265/271 164/164 131/152 259/271 184/220 TcV 
pb: pares de bases; UDT: Unidad Discreta de Tipificación; 12M: 12 meses; FXN: Fexinidazol; TMZ: 
tamizaje; CBBA: Cochabamba; PL: Placebo; DB, DC y DA: dosis baja, corta y alta; DBC, DBM y DBL: 
























Los únicos medicamentos disponibles para el tratamiento de la enfermedad de Chagas, BZN y 
NFX, requieren de terapias prolongadas, han mostrado eficacias variables en distintas regiones 
geográficas y presentan serios inconvenientes de seguridad y tolerabilidad (Urbina, 2010). Por lo 
tanto, la obtención de nuevos medicamentos con mejores perfiles de eficacia y seguridad es un 
objetivo prioritario de investigación en esta enfermedad (WHO, 2012). En los últimos años, 
luego de un período de poco progreso en el desarrollo de nuevos compuestos, se han obtenido 
nuevas drogas con prometedora actividad tripanocida (Moraes y col., 2014; Sales y col., 2017). 
 
La gran variabilidad genética de T. cruzi ha sido ampliamente documentada (Miles y col., 2009; 
Zingales y col., 2012; Ackermann y col., 2012; Messenger y col., 2015). En base a ésta, T. cruzi 
ha sido clasificado en siete UDTs, TcI-TcVI y Tcbat, las cuales han sido asociadas con diferentes 
distribuciones geográficas y ciclos de transmisión (Miles y col., 2009; Zingales y col., 2009, 
2012; Lima y col., 2015). Se ha postulado que este polimorfismo genético podría estar implicado 
en la respuesta diferencial de T. cruzi a drogas tripanocidas, pero esta correlación no ha podido 
ser demostrada (Murta y col., 1998; Villarreal y col., 2004). Estudios recientes mostraron una 
amplia variedad de respuesta a drogas en cepas de T. cruzi de diferentes linajes (Moraes y col., 
2014), por lo que ha sido propuesto que el tamizaje de nuevos compuestos sea realizado frente a 
un panel de cepas que represente la diversidad genética de este parásito (Zingales y col., 2014). 
 
4.1. Monitoreo por PCR en tiempo real de la respuesta parasitológica a drogas tripanocidas 
en ensayos clínicos de la enfermedad de Chagas 
La eficacia del tratamiento de la infección por T. cruzi ha sido evaluada mediante la detección 
del parásito en circulación periférica o la titulación de anticuerpos específicos. Sin embargo, en 
pacientes crónicos los métodos parasitológicos tradicionales tienen baja sensibilidad y los títulos 
de anticuerpos anti-T. cruzi se negativizan muchos años después del tratamiento, por lo que se 
dificulta el seguimiento de pacientes crónicos con tratamiento tripanocida (WHO, 2012). En este 
contexto, los métodos de PCR han abierto prometedoras perspectivas en el monitoreo de la carga 
parasitaria en sangre periférica, contribuyendo a la detección de falla terapéutica en estudios a 
corto plazo (Pinazo y col., 2014; Porrás y col., 2015). En ese sentido, se han realizado estudios 
multicéntricos dirigidos a la armonización, estandarización y validación de diferentes protocolos 
de PCR para la detección y cuantificación de ADN de T. cruzi en muestras de sangre de 
pacientes con la enfermedad de Chagas (Schijman y col., 2011; Ramírez y col., 2015). 
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El método de qPCR más ampliamente utilizado para el diagnóstico molecular de T. cruzi y el 
seguimiento de pacientes adultos con la infección crónica, comienza con la obtención de una 
muestra de 10 mL de sangre periférica inmediatamente mezclada con igual volumen de solución 
de cloruro de guanidina 6 M - EDTA 0,2 M pH 8,0 (Avila y col., 1991). La extracción de ADN 
es llevada a cabo a partir de una alícuota de la mezcla guanidina-EDTA-sangre (GEB) usando 
columnas comerciales de fibra de vidrio, seguido de una qPCR con sondas TaqMan dirigidas a la 
secuencia satélite del genoma nuclear de T. cruzi y un control de amplificación endógeno o 
exógeno (Piron y col., 2007; Duffy y col., 2013; Ramírez y col., 2015). Este procedimiento ha 
sido utilizado para evaluar la respuesta parasitológica al tratamiento con posaconazol (Molina y 
col., 2014) y BZN (Álvarez y col., 2015; Fernández y col., 2016) en pacientes adultos crónicos. 
 
Los criterios de inclusión en los ensayos clínicos de la enfermedad de Chagas que establecen a la 
PCR como el marcador principal de falla o eficacia terapéutica, requieren que los pacientes 
reclutados tengan tanto reactividad serológica como positividad de la PCR para T. cruzi (Molina 
y col., 2014; Morillo y col., 2017). Sin embargo, la baja carga parasitaria reportada en pacientes 
crónicos de algunas regiones (Moreira y col., 2013; Ramírez y col., 2015) dificulta la detección 
del ADN del parásito y hace necesario analizar una mayor cantidad de pacientes durante el 
tamizaje para lograr reclutar el número de individuos requerido para el ensayo. 
 
Efecto de diferentes estrategias de muestreo sobre la sensibilidad clínica de la qPCR 
En el marco del tamizaje de los ensayos clínicos E1224 y DNDi-MSF, se diseñaron estrategias 
para la recolección de tres muestras de sangre seriadas de cada paciente y el análisis de dos o tres 
réplicas de qPCR de cada una de ellas, con el propósito de aumentar la sensibilidad de la qPCR 
y, en consecuencia, la capacidad de reclutamiento de pacientes para estos ensayos. 
 
En el ensayo E1224, la sensibilidad de la qPCR se vio significativamente aumentada a partir de 
la obtención de dos muestras de sangre por paciente y el análisis acumulativo de sus resultados. 
La inclusión de una tercera muestra siete días después de las anteriores, para aquellos pacientes 
que tuvieron resultados de qPCR no detectables en las primeras dos, produjo un incremento 
adicional en la sensibilidad, aunque no fue estadísticamente significativo. En el mismo sentido, 
la realización de una tercera réplica de qPCR cuando los duplicados iniciales resultaron no 




Un estudio piloto de sensibilidad de la qPCR realizado en Cochabamba, Bolivia, previo al 
ensayo E1224, mostró que sólo el 60,3% de los 63 pacientes con la infección crónica incluidos 
en el análisis tuvieron resultados positivos cuando una sola muestra de sangre fue evaluada. La 
baja sensibilidad clínica obtenida fue atribuida a las bajas cargas parasitarias que presentaron los 
pacientes analizados, de las que sólo tres de los 38 casos con qPCR positivas estuvieron por 
encima de 1,53 eq. par./mL, Límite de Cuantificación del método (Duffy y col., 2013; Ramírez y 
col., 2015). Sin embargo, con la estrategia de muestreo seriado aplicada en el ensayo E1224, la 
sensibilidad de la qPCR en la cohorte de Cochabamba se elevó hasta el 76,2%. 
 
Tomando en cuenta el aumento en la sensibilidad de la qPCR luego del análisis de tres muestras 
seriadas y triplicados de qPCR durante el tamizaje, y la hipótesis de que el tratamiento eliminaría 
o reduciría aún más las poblaciones parasitarias circulantes, haciendo más difícil la detección de 
posibles eventos de falla terapéutica, se consensuó que tres muestras de sangre y triplicados de 
qPCR de cada una de ellas fueran analizadas durante el seguimiento de este ensayo. 
 
En el ensayo clínico para la evaluación de la respuesta parasitológica de DNDi-MSF, el uso de 
una muestra de sangre de 5 mL (M2) como punto de partida para el análisis por qPCR obtuvo 
una sensibilidad similar a la alcanzada para la muestra de 10 mL (M1), colectada en la misma 
visita. Este resultado permitió que en ensayos posteriores se redujese el volumen de muestra a 5 
mL de sangre como había sido recomendado anteriormente (Porrás y col., 2015). En cuanto al 
análisis acumulativo de las muestras, como sucedió para el E1224, la sensibilidad clínica de la 
qPCR fue incrementada significativamente con la inclusión de una segunda muestra, no así con 
la tercera, cuyo aporte no fue significativo. Por otro lado, la comparación de los resultados de las 
muestras de 10 mL (M1 y M3) de cada paciente mostró que no existen diferencias significativas 
de sensibilidad entre ellas, por lo que no se justifica colectar la tercera muestra siete días después 
de las dos primeras. Este hallazgo en particular tiene implicaciones prácticas importantes en la 
ejecución de un ensayo clínico, ya que resulta poco factible para los pacientes y el personal de 
salud tener que duplicar el número de visitas para cada tiempo de muestreo. 
 
Las diferencias encontradas entre la positividad de la qPCR de las cohortes de Cochabamba y 
Tarija en comparación con la de Aiquile, podría ser atribuida a una distribución diferencial de las 
UDTs de las cepas parasitarias en circulación en estas localidades. Aunque no pudo realizarse un 
análisis estadístico debido al bajo número de muestras que pudieron ser tipificadas, en las 
muestras de Cochabamba y Tarija se encontró cinco veces más TcI que en las de Aiquile; 
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mientras que para el resto de UDTs la distribución entre las cohortes de ambos ensayos clínicos 
fue similar. Un estudio donde se determinó el número de copias de ADNSat en las diferentes 
UDTs mostró que las cepas TcI analizadas tenían hasta tres veces menos copias que las cepas 
TcII, TcV y TcVI (Souza y col., 2011). Por otro lado, durante la validación de la qPCR utilizada 
en este trabajo, se observó que este método tenía una menor sensibilidad frente a cepas TcI 
(Duffy y col., 2013; Ramírez y col., 2015), por lo que la diferente distribución de TcI entre las 
cohortes de ambos ensayos pudo haber influido en las diferencias encontradas en la positividad 
de la qPCR entre las poblaciones de Cochabamba y Tarija respecto a la de Aiquile. 
 
Aunque ligeramente superiores, las cargas parasitarias de los pacientes de Aiquile no tuvieron 
diferencias significativas con las de Cochabamba y Tarija, por lo que no justifica las diferencias 
encontradas entre la positividad de la qPCR en estas cohortes. En cambio, sí pudo deberse a las 
características rurales de las comunidades de Aiquile incluidas en el ensayo DNDi-MSF en 
comparación con los pacientes de las ciudades de Cochabamba y Tarija que participaron en el 
ensayo E1224. En un estudio de mujeres embarazadas en Bolivia se observó que las diferencias 
en la seroprevalencia de la infección por T. cruzi estuvieron relacionadas principalmente con la 
región donde residían los pacientes. Puntos calientes hiperendémicos fueron identificados en las 
zonas donde la prevalencia superó el 60% y una de las áreas afectadas fue la municipalidad de 
Aiquile con 66% de seroprevalencia. En zonas donde el grado de infestación fue mayor, la 
seroprevalencia de la enfermedad de Chagas también fue mayor (Alonso-Vega y col., 2013). 
 
Dinámica de la circulación parasitaria en sangre periférica de pacientes crónicos 
El monitoreo de los pacientes del grupo placebo en los ensayos E1224 y Fexinidazol, permitió la 
caracterización de la dinámica natural de la circulación de T. cruzi en sangre periférica en la fase 
crónica de la enfermedad durante un año de seguimiento. El análisis mostró que un tercio de los 
pacientes que formaron parte de este grupo en ambos ensayos, tuvieron alternancia de qPCRs 
positivas y no detectables, e incluso varios pacientes del ensayo E1224 no volvieron a obtener 
resultados positivos luego del tamizaje. Resultados similares fueron obtenidos en el ensayo 
clínico STOP-CHAGAS recientemente publicado (Morillo y col., 2017), donde entre el 10-20% 
de los pacientes del grupo placebo tuvieron qPCRs no detectables durante un año de 
seguimiento. En general, a nivel de cargas parasitarias no hubo diferencias significativas entre 
las muestras del tamizaje y las visitas de seguimiento, aunque varios pacientes alternaron entre 
cargas parasitarias cuantificables y no cuantificables a lo largo del ensayo. 
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Este carácter discontinuo de la parasitemia podría estar relacionado con la persistencia del 
parásito en algunos tejidos del paciente durante la fase crónica de la enfermedad (Rassi y col., 
2010; Nagajyothi y col., 2012), así como el fenómeno de histotropismo clonal observado en la 
infección por T. cruzi (Macedo y Segatto, 2010). Por otro lado, la acción del sistema inmune 
juega un papel fundamental en el control de los niveles de parásitos circulantes una vez que los 
tripomastigotes intracelulares son liberados al torrente sanguíneo (Lidani y col., 2017). De 
hecho, se han reportado numerosos casos de reactivación de la infección con aumento de la 
parasitemia y las manifestaciones clínicas de la enfermedad en pacientes inmunosuprimidos por 
trasplante de órganos (Schijman y col., 2000; Benvenuti y col., 2005; Diez y col., 2007) o 
coinfección por VIH (Vaidian y col., 2004; Cordova y col., 2008). 
 
qPCR como marcador de falla terapéutica en ensayos clínicos con drogas tripanocidas 
Los resultados de este trabajo confirman la validez del uso de la PCR como marcador de falla 
terapéutica en ensayos clínicos de la enfermedad de Chagas y están en correspondencia con 
estudios anteriores de seguimiento a corto plazo (Molina y col., 2014; Álvarez y col., 2015; 
Morillo y col., 2015, 2017). Al igual que para el tamizaje, la estrategia de muestreo seriado y 
triplicados de qPCR aplicada durante el seguimiento de los ensayos E1224 y DNDi-MSF, 
permitió incrementar la sensibilidad de este método en la detección de falla terapéutica; aunque 
el análisis acumulativo al final del seguimiento del aporte individual de cada muestra, así como 
de sus combinaciones, no resultó significativo para varios grupos de tratamiento. 
 
El ensayo E1224 demostró que el tratamiento con BZN tiene mayor eficacia en la eliminación 
del parásito que el E1224, y que la mayor dosis de esta droga brinda mejores resultados que los 
otros dos regímenes de tratamiento, que no mostraron diferencias con el placebo. Aunque no se 
encontraron diferencias significativas, las cohortes urbanas del ensayo E1224 tuvieron una mejor 
respuesta parasitológica al tratamiento con BZN que los pacientes de las comunidades rurales del 
ensayo DNDi-MSF. Todo parece esto podría deberse más al carácter controlado y no controlado 
de estos ensayos, respectivamente, que a un mayor riesgo de reinfecciones en la región de 
Aiquile, ya que las viviendas de los pacientes del ensayo DNDi-MSF fueron sometidas a un 
programa de vigilancia entomológica durante todo el estudio. No obstante, llama la atención que 
la mayoría de los casos de falla terapéutica del ensayo DNDi-MSF fueron detectados al final del 
tratamiento, por lo que la qPCR podría estar detectando tanto la presencia del parásito como de 
fragmentos de su ADN (de Lana y Martins-Filho, 2015). Por otro lado, cabe destacar que los 
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pacientes de ambos ensayos refractarios al BZN no tuvieron cargas parasitarias cuantificables 
durante todo el seguimiento, a excepción de un paciente del ensayo DNDi-MSF; mientras que 
los refractarios al E1224 si presentaron resultados cuantificables pos-tratamiento. 
 
Los resultados del ensayo E1224 están en correspondencia con aquellos obtenidos en los ensayos 
CHAGASAZOL (Molina y col., 2014) y STOP-CHAGAS (Morillo y col., 2017), en los que se 
evaluó la eficacia terapéutica de diferentes regímenes de posaconazol, inhibidor de la biosíntesis 
del ergosterol al igual que el ravuconazol, en el tratamiento de la infección crónica por T. cruzi, 
en comparación con el BZN. En ambos ensayos más del 90% de los pacientes tratados con BZN 
tuvieron qPCRs no detectables sostenidas durante el año de seguimiento, mientras que los grupos 
tratados con posaconazol mostraron un alto índice de falla terapéutica. Otra similitud entre 
ambos compuestos azólicos es el carácter transitorio de su efecto antiparasitario, que induce una 
rápida disminución de las cargas parasitarias en circulación periférica durante el tratamiento y un 
gradual restablecimiento de las mismas a partir de que este finaliza (Molina y col., 2014; Morillo 
y col., 2017; Torrico y col., en prensa). Estos hallazgos, unido a la menor eficacia in vitro de este 
tipo de compuestos frente a cepas de T. cruzi de diferentes linajes, en comparación a otras drogas 
tripanocidas como el BZN y el NFX (Moraes y col., 2014), han cuestionado su estrategia de uso 
como monoterapia para el tratamiento de la infección crónica (Torrico y col., en prensa). 
 
Es oportuno destacar que los resultados de qPCR obtenidos durante el tamizaje y el seguimiento 
de los ensayos E1224 y DNDi-MSF permitieron establecer pautas en cuanto al volumen y 
esquema de toma de muestras a implementar para el análisis de la respuesta parasitológica en 
ensayos clínicos con drogas tripanocidas. Aunque no se encontraron diferencias significativas en 
la sensibilidad de la qPCR en base al análisis de dos o tres muestras de sangre, para el ensayo 
Fexinidazol se consideró que desde el punto de vista operativo el aporte de una tercera muestra 
justificaba su inclusión en el diseño del estudio, por lo que para este ensayo se colectaron tres 
muestras de sangre de 5 mL en una única visita por tiempo de muestreo. 
 
Los fuertes eventos adversos observados durante el comienzo del ensayo Fexinidazol obligaron a 
detener el reclutamiento de este estudio. No obstante, esta droga mostró un elevado y sostenido 
efecto tripanocida, incluso en los regímenes de menor dosis o duración. Aunque los datos no 
fueron suficientes para realizar un análisis estadístico, resulta significativo que todos los 
pacientes tratados con FXN tuvieron qPCRs no detectables ininterrumpidas desde el día 8 de 
iniciado el estudio hasta el final del seguimiento, hallazgo de suma importancia si tenemos en 
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cuenta que no existen precedentes de este tipo en el tratamiento de la infección crónica. Esta 
elevada eficacia terapéutica del FXN está en concordancia con estudios in vitro en los que 
mostró una fuerte actividad tripanocida frente a cepas de T. cruzi de diferentes UDTs (Moraes y 
col., 2014). Además, ensayos in vivo han confirmado la eficacia del FXN en la cura de modelos 
experimentales de infección por T. cruzi en ambos estadíos de la enfermedad (aguda y crónica), 
incluyendo infecciones con cepas resistentes al BZN (Bahia y col., 2012). Todos estos resultados 
avalan futuros estudios en orden a establecer la dosis mínima efectiva y el balance riesgo-
beneficio del uso del FXN para el tratamiento de la enfermedad de Chagas. 
 
4.2. Análisis de la variabilidad genética de secuencias de ADN satélite de T. cruzi 
Dos principales modelos evolutivos han sido propuestos para explicar el origen de los linajes 
híbridos de T. cruzi, pero mientras es ampliamente aceptado que TcV y TcVI son el resultado de 
eventos de intercambio genético entre cepas TcII y TcIII, el origen de TcIII y TcIV es aún 
motivo de debate. De esta forma, la mayor diferencia entre el modelo de Dos Hibridaciones 
(Westenberger y col., 2005) y el de Tres Ancestros (de Freitas y col., 2006), es si TcIII y TcIV 
fueron originados o no a partir de un evento de hibridación entre cepas TcI y TcII, 
respectivamente. En consecuencia, la adquisición de alelos TcI por los linajes híbridos TcV y 
TcVI a través de TcIII es respaldada por algunos autores (Westenberger y col., 2005; Tomazi y 
col., 2009; Sturm y Campbell, 2010), mientras otros no han encontrado evidencias que apoyen 
esta teoría (de Freitas y col., 2006; Flores-López y Machado, 2011; Tomasini y Diosque, 2015). 
 
La gran diversidad genética así como las diferentes distribuciones geográficas y ciclos de 
transmisión de las UDTs de T. cruzi, hacen que la tipificación sea una cuestión de gran interés 
para estudios ecológicos, epidemiológicos y clínicos (Miles y col., 2009; Zingales y col., 2012). 
Hasta la fecha, han sido propuestas varias estrategias de genotipificación de T. cruzi pero debido 
a limitaciones de sensibilidad, la mayoría de ellas han sido aplicadas únicamente a aislamientos 
en cultivo y muestras biológicas o clínicas con cargas parasitarias elevadas (Rozas y col., 2007; 
Burgos y col., 2007; Lewis y col., 2009; Hamilton y col., 2011; Yeo y col., 2011; Cura y col., 
2012; Cosentino y Aguero, 2012). La baja sensibilidad de estos métodos reside en las secuencias 
de copia única o bajo número de repeticiones que usan como blanco, por lo que la tipificación de 
muestras con bajas cargas parasitarias a partir de blancos moleculares con un elevado número de 




Un análisis filogenético de secuencias de ADNSat mostró que las cepas TcI y TcII tenían un tipo 
de secuencias diferentes, y que la cepa CL-Brener (TcVI) presentaba ambos tipos de secuencias 
TcI y TcII (Elias y col., 2005). Posteriormente, Ienne y col. (2010) confirmaron que las cepas 
TcV, al igual que TcVI, también presentaban secuencias tipo TcI y TcII. Sin embargo, ambos 
trabajos reportaron resultados contradictorios respecto a las características del ADNSat de las 
cepas TcIII. Mientras en uno encontraron que las cepas TcIII estaban compuestas por secuencias 
tipo TcI y TcII (Elias y col., 2005), en el otro se halló que todas las secuencias TcIII agruparon 
junto con las TcI (Ienne y col., 2010). Por otro lado, hasta el momento no han sido analizadas 
secuencias de ADNSat de cepas TcIV, linaje que en los últimos años ha ido adquiriendo mayor 
relevancia clínica, particularmente en la población boliviana (Martínez-Pérez y col., 2016). 
 
Con este escenario en mente, se abordó el análisis de secuencias de ADNSat de las seis UDTs, 
incluyendo aislamientos TcIVS y TcIVN, con el fin de esclarecer las relaciones filogenéticas 
entre los diferentes linajes y establecer el tipo de ADNSat presente en cada UDT; lo que sentaría 
las bases para la identificación de patrones moleculares linaje específicos que permitieran la 
tipificación de muestras de sangre de pacientes crónicos con bajas cargas parasitarias. Para ello, 
se analizaron 335 copias diferentes de ADNSat de 19 cepas de T. cruzi representativas de las seis 
UDTs, de las cuales 201 fueron obtenidas en esta tesis y 134 provinieron de los trabajos de Elias 
y col. (2005) e Ienne y col. (2010), y fueron descargadas de la base de datos de GenBank. 
 
Análisis filogenético 
Todas las secuencias TcI y TcIII fueron agrupadas en el mismo clado, mientras las secuencias 
TcV y TcVI fueron distribuidas entre los clados TcI/III y TcII, como fue encontrado mediante 
análisis de genealogía de redes (Ienne y col., 2010). El hecho de que ninguna secuencia TcIII se 
haya agrupado en el clado TcII y que todas las secuencias TcIV se agruparon en un clado único e 
independiente, respalda la teoría de que TcIII y TcIV no son el resultado de un evento de 
hibridación que involucra a TcII, en concordancia con el modelo de Tres Ancestros (de Freitas y 
col., 2006) y otros autores (Flores-López y Machado, 2011; Tomasini y Diosque, 2015). 
 
El subgrupo monofilético con elevado soporte hallado en el clado TcI/III que incluyó secuencias 
de todas las cepas TcIII pero ninguna TcI, podría reflejar el remanente de un evento de 
hibridación ancestral que dio origen a TcIII; sin embargo, no se encontraron evidencias de que 
este haya involucrado cepas TcII, como fue propuesto anteriormente (Ienne y col., 2010). 
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Aunque no se puede negar esta posibilidad, parece poco probable que las huellas del ADNSat de 
TcII hayan desaparecido en las cepas TcIII actuales, mientras que el remanente de la hibridación 
ancestral que pudo haber dado origen a TcIII también fue hallado en cepas TcV y TcVI. 
 
La cercanía entre las secuencias TcI y TcIII encontrada por inferencia filogenética y estimación 
de la distancia genética, está en concordancia con análisis previos de secuencias de ADN nuclear 
que indican que ambas UDTs comparten un ancestro común (Tomasini y Diosque, 2015) o la 
participación de TcI en un evento de hibridación ancestral dando lugar a TcIII (Ienne y col., 
2010). Por otro lado, el hecho de que TcIV y TcI o TcIII no compartan ninguna secuencia de 
ADNSat, y la mayor distancia genética encontrada entre sus secuencias, contrasta con la teoría 
de que estas tres UDTs provienen de un mismo ancestro (Tomasini y Diosque, 2015). 
 
Es importante destacar que las secuencias TcIV de ADNSat no fueron divididas en los subgrupos 
TcIVS y TcIVN, como ha sido descrito para otros marcadores genéticos (Lewis y col., 2011; 
Tomasini y Diosque, 2015), aun cuando el ADNSat es considerado una región de rápida 
evolución dentro de los genomas eucarióticos (Csink y Henikoff, 1998); aunque esta UDT fue el 
linaje homocigota que presentó una mayor diversidad intra-UDT. Respecto a TcI, a pesar de su 
conocida diversidad genética (Llewellyn y col., 2009; Cura y col., 2010) y el hecho de que 
fueran analizados cuatro aislamientos de diferentes regiones geográficas, este linaje mostró una 
distancia intra-UDT intermedia. Por último, la menor diversidad genética de TcII pudo deberse a 
que los dos aislamientos de ese linaje incluidos en este trabajo procedieron de la misma región. 
 
La presencia de ADNSat de TcII y TcIII en cepas TcV y TcVI, respalda la aceptada teoría de que 
TcV y TcVI son el resultado de intercambios genéticos entre cepas TcII y TcIII (Westenberger y 
col., 2005; de Freitas y col., 2006; Sturm y Campbell, 2010; Lewis y col., 2011; Tomasini y 
Diosque, 2015). La heterocigosis de TcV y TcVI, y el que compartan ancestros parentales, 
explican el hecho de que ambos linajes tuvieran la mayor diversidad intra-UDT y la menor 
distancia genética entre UDTs, respectivamente. Las diferencias encontradas entre el porcentaje 
de secuencias de ADNSat tipo TcI/III y TcII de las cepas TcV y TcVI, podría ser consecuencia 
tanto de un proceso de evolución clonal independiente desde que ambos UDTs fueron originados 
como de varios eventos de hibridación independientes entre diferentes cepas TcII y TcIII para 
dar lugar a cepas TcV y TcVI con distinto contenido de ADNSat; aunque una combinación de 




Identificación de patrones moleculares 
En este trabajo fueron identificados patrones moleculares asociados a secuencias de ADNSat 
tipo TcI/III, TcII y TcIV. Aunque estudios adicionales serán necesarios para implementar la 
tipificación de T. cruzi a partir del análisis de sus tipos de secuencias de ADNSat, la excelente 
correlación entre los resultados de este abordaje y las UDTs reportadas para las 19 cepas de 
referencia analizadas promueve la aplicación de esta metodología en futuros estudios. Un detalle 
interesante, además, es que si bien se analizaron varias cepas de cada linaje, sólo tres de ellas, 
dos TcI y una TcIII, tuvieron el mismo patrón de secuencia, lo que indica que este podría ser 
característico de una cepa en particular, o de varias cepas estrechamente relacionadas. 
 
Esta estrategia podría ser particularmente útil para la tipificación de la infección por T. cruzi en 
pacientes crónicos, cuyas muestras frecuentemente no pueden ser tipificadas por los métodos 
moleculares disponibles debido a sus bajas cargas parasitarias (Cura y col., 2012; Ramírez y col., 
2015). En este sentido, una primera versión de esta metodología fue aplicada con éxito en la 
tipificación de 20 muestras de pacientes bolivianos residiendo en Barcelona, España (Abras y 
col., 2017). La clasificación de 10 muestras con secuencias de ADNSat tipo híbrido de T. cruzi 
pudo ser confirmada por dos métodos de tipificación conocidos, esta estrategia permitió además 
la caracterización de nueve muestras con secuencias de ADNSat tipo híbrido y una muestra con 
secuencias tipo TcI, que no pudieron ser tipificadas por otros métodos disponibles. 
 
La mayor limitación de este abordaje reside en que no es capaz de discriminar entre la presencia 
de los linajes híbridos TcV o TcVI, y la existencia de infecciones mixtas con cepas TcI o TcIII y 
TcII. Sin embargo, las características epidemiológicas de la región de procedencia de las 
muestras podrían ayudar a solucionar esta limitante. En los últimos años, ha sido desarrollado el 
ensayo MLS-PCR (del inglés minicircle lineage-specific) que permite detectar la presencia de 
infecciones simples o mixtas de TcI, TcII, TcV y TcVI, en muestras clínicas a partir del análisis 
del polimorfismo genético de las regiones hipervariables del ADNk (Diez y col., 2010; Bontempi 
y col., 2016). Teniendo en cuenta que estos métodos de tipificación basados en el polimorfismo 
de las secuencias de ADNSat y ADNk no permiten resolver por sí solos la clasificación de las 
seis UDTs, una estrategia dirigida a ambos blancos moleculares podría contribuir a alcanzar este 
objetivo. Nuevos estudios serán necesarios para caracterizar el ADNSat y el ADNk de Tcbat, y 




Diseño de oligonucleótidos y comparación de qPCRs 
Debido a su elevado número de copias, la secuencia de ADNSat ha sido uno de los blancos más 
utilizados para el diagnóstico molecular de la infección por T. cruzi (Virreira y col., 2003; Piron 
y col., 2007; Duffy y col., 2009, 2013; Schijman y col., 2011). Sin embargo, los iniciadores más 
utilizados para los abordajes de PCR convencional [Tcz1/Tcz2] (Moser y col., 1989), qPCR con 
Sybr Green [SatFw/SatRv] (Duffy y col., 2009) y qPCR con sondas TaqMan [cruzi1/cruzi2] 
(Piron y col., 2007), basados en la amplificación de ADNSat, fueron diseñados años atrás cuando 
pocas secuencias de cepas TcI, TcII y TcVI, y casi ninguna de TcIII, TcIV y TcV se encontraban 
disponibles. Por lo que se consideró oportuno comprobar la idoneidad de estos iniciadores a la 
luz de la información aportada por las 335 secuencias de los seis UDTs analizadas en este trabajo 
y, en caso de ser necesario, diseñar nuevos iniciadores. Excepto para SatRv, el resto de las 
secuencias blanco de los iniciadores actualmente en uso incluyeron sitios polimórficos que no 
fueron contemplados en sus diseños. En particular, las secuencias blanco de Tcz1 y cruzi1 
incluyeron SNPs asociados a tipos específicos de ADNSat y, en consecuencia, podrían estar 
conduciendo al subdiagnóstico de algunas infecciones con cepas TcI, TcIII y TcIV. 
 
Para el diseño de los nuevos iniciadores TxFw/TxRv, se tuvo en cuenta que el segmento a 
amplificar comprendiera los 15 sitios polimórficos que definen el tipo de secuencia de ADNSat. 
En cambio, para cruzi1c/cruzi2c, el tamaño del amplicón se redujo a menos de 150 pb con el fin 
de mejorar la eficiencia de la qPCR, como ha sido recomendado (Wang y Seed, 2006). Ambas 
consideraciones, conservación de secuencia y reducción del tamaño del amplicón, llevaron a 
alcanzar una notable mejoría en la sensibilidad del ensayo de qPCR. Sólo para las cepas TcII, la 
UDT con las secuencias de ADNSat más conservadas, ambas versiones de la qPCR obtuvieron 
resultados similares; mientras que para el resto de las UDTs los resultados de la nueva qPCR 
superaron los de la versión anterior. Es oportuno destacar la mayor sensibilidad del nuevo diseño 
frente a las cepas TcIV y algunas TcI y TcV, en comparación con el método de qPCR anterior, 
que ya había mostrado menor sensibilidad frente a cepas de estos linajes (Duffy y col., 2013). 
 
En un estudio reciente TcIV, usualmente asociada al ciclo silvestre y brotes orales ocasionales 
(Miles y col., 2009; Zingales y col., 2012), fue reportada como la segunda UDT de mayor 
prevalencia en pacientes bolivianos con la infección crónica residiendo en Madrid, España 
(Martínez-Pérez y col., 2016), lo cual indica que la incidencia de TcIV en casos clínicos podría 
estar subestimada. Por último, la menor sensibilidad de la nueva qPCR frente a cepas TcI 
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respecto a otras UDTs probablemente se deba al menor número de copias de secuencias de 
ADNSat encontrado entre las cepas de este linaje (Duffy y col., 2009; Souza y col., 2011). 
 
4.3. Análisis del polimorfismo genético de poblaciones naturales de T. cruzi en muestras de 
sangre y aislamientos de pacientes crónicos en ensayos clínicos con drogas tripanocidas 
Las poblaciones naturales de T. cruzi están compuestas por múltiples clones. Esta compleja 
estructura policlonal se ve afectada por el drástico cambio de ambiente del vector invertebrado al 
hospedero humano, lo que unido a la acción del sistema inmune lleva a la eliminación de algunos 
clones durante el transcurso de la infección (Macedo y col., 2002). Por otra parte, debido al 
polimorfismo genético de T. cruzi, diferentes clones pueden presentar tropismo por diferentes 
tejidos, por lo que la diversidad de clones infectantes y su tropismo específico va a ser un factor 
determinante en el curso clínico de la enfermedad (Macedo y Segatto, 2010). 
 
En pacientes con la forma cardiodigestiva de la enfermedad se han encontrado diferentes perfiles 
de PCR-RFLP de ADNk en las muestras de cada órgano, indicando la distribución diferencial en 
tejidos de poblaciones de T. cruzi genéticamente diferentes (Vago y col., 2000). Asimismo, se ha 
confirmado la existencia de diferentes poblaciones parasitarias en muestras de sangre periférica y 
del sistema nervioso central en pacientes reactivados debido a coinfección por VIH (Burgos y 
col., 2005, 2008). Por otro lado, en un estudio donde se analizaron muestras de sangre seriadas, 
colectadas a intervalos de 10 días, de pacientes con la infección crónica, hallaron que aquellos 
con infecciones mixtas en la muestra inicial luego sólo presentaron una UDT en las muestras 
sucesivas (Sánchez y col., 2013). Incluso, se han detectado diferentes UDTs en muestras pre- y 
pos-tratamiento de pacientes con falla terapéutica (Martínez-Pérez y col., 2016). 
 
Se ha postulado que el polimorfismo genético de T. cruzi podría estar implicado en su respuesta 
diferencial a drogas tripanocidas, sin embargo, la existencia y naturaleza de esa relación aún no 
han podido ser confirmadas (Murta y col., 1998; Villarreal y col., 2004; Zingales, 2017). Por otro 
lado, tampoco ha sido completamente dilucidado el papel que juega la diversidad genética de 
este parásito en los escenarios clínicos y terapéuticos de diferentes regiones endémicas. Hasta la 
fecha, no existen estudios genéticos de poblaciones naturales de T. cruzi infectando hospederos 
humanos que hayan permitido asociar genotipos específicos del parásito con eventos de falla 




Un detalle importante a considerar en los estudios de caracterización molecular es que durante el 
aislamiento y cultivo del parásito pueden ocurrir eventos de selección clonal, por lo que las 
poblaciones de T. cruzi resultantes dependerán del método utilizado para aislar el parásito a 
partir de la muestra de sangre del paciente (Macedo y col., 2002). En consecuencia, el perfil 
genético de las cepas aisladas en cultivo podría no coincidir con el de las poblaciones detectadas 
tanto en muestras directas de sangre periférica como de tejidos infectados. 
 
Métodos para la caracterización molecular de poblaciones parasitarias en muestras clínicas 
En base a la baja carga parasitaria de los pacientes con infección crónica se utilizaron estrategias 
de amplificación altamente sensibles que permitieran la caracterización directa de la variabilidad 
genética de las poblaciones de T. cruzi en circulación sanguínea durante la fase crónica de la 
enfermedad, en orden a comparar los polimorfismos detectables antes y después del tratamiento 
con diferentes drogas tripanocidas. En este sentido, se aplicó el análisis de patrones de 
secuencias de ADNSat desarrollado en el transcurso de esta tesis y de perfiles de PCR-RFLP de 
las regiones hipervariables de ADNk (Burgos y col., 2007), al estudio de las muestras GEB 
qPCR positivas de los pacientes enrolados en los ensayos E1224 y Fexinidazol. En el caso de los 
hemocultivos, además, se aprovechó su mayor concentración de parásitos para realizar un ensayo 
de genotipificación por qPCR multiplex con sondas TaqMan (Cura y col., 2015) y un análisis de 
secuencias de ADN de loci microsatélites (Macedo y col., 2001). 
 
A diferencia del ensayo de genotipificación por PCR convencional que sólo permitió tipificar el 
19% de las 90 muestras con mayor carga parasitaria del tamizaje del ensayo E1224, el análisis de 
patrones de secuencias de ADNSat permitió caracterizar casi la totalidad de las muestras qPCR 
positivas pre- y pos-tratamiento de este ensayo, así como del ensayo Fexinidazol. Recientemente, 
una primera aplicación de este abordaje también permitió la caracterización de muestras de 
pacientes bolivianos con la infección crónica que no pudieron ser analizadas por otros métodos 
de tipificación debido a las bajas cargas parasitarias de los pacientes (Abras y col., 2017). En 
dicho estudio, que también utilizó los iniciadores cruzi1/cruzi2 para la amplificación del 
ADNSat, no se encontraron diferencias entre los resultados del ensayo de genotipificación por 
PCR convencional y el análisis de patrones de secuencias de ADNSat en las muestras que fueron 
evaluadas por ambos métodos, como sí sucedió para cuatro muestras del ensayo E1224. No 
obstante, Abras y col. (2017) no reportaron la existencia de TcI en ninguna de sus muestras, que 
es precisamente la UDT con la que se encontraron estas diferencias en nuestro estudio. 
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El hecho de que el análisis filogenético de los ADNSat de las muestras de ambos ensayos haya 
corroborado la clasificación de las mismas en base a sus patrones de secuencias específicos, 
apunta a que la diferencia encontrada en la tipificación de estas cuatro muestras podría deberse a 
una serie de factores. El primero relacionado con la mayor sensibilidad del método de análisis de 
secuencias de ADNSat, que posibilitaría la detección de poblaciones parasitarias que escapan a 
la tipificación por PCR convencional (Burgos y col., 2010). El segundo concerniente a los 
iniciadores cruzi1/cruzi2 (Piron y col., 2007) utilizados para el análisis de las secuencias de 
ADNSat de las muestras del ensayo E1224; como se comentó anteriormente, la secuencia blanco 
de cruzi1 contiene un sitio polimórfico de ADNSat tipo específico que no fue tenido en cuenta 
en su diseño y por tanto el uso de este iniciador podría desfavorecer la amplificación de 
secuencias tipo TcI/III. Todo ello, unido al notable mayor número de copias de ADNSat de las 
cepas TcII, TcV y TcVI en comparación a las TcI (Duffy y col., 2009; Souza y col., 2011), pudo 
haber inclinado el balance hacia una mayor amplificación de secuencias tipo TcII; como ocurrió 
con la muestra ET218, tipificada como TcI+II/V/VI e identificada como ADNSat tipo TcII. 
 
Lo anterior, también podría explicar las diferencias encontradas en los porcentajes de secuencias 
tipo TcII e híbrido entre las muestras de ambos ensayos, en los que participaron pacientes de las 
mismas regiones urbanas. En el ensayo E1224 el 67% y 24% de las muestras tuvieron secuencias 
de ADNSat tipo TcII e híbrido, respectivamente, mientras que en el ensayo Fexinidazol estos 
tipos de secuencias se encontraron en el 28% y 70% de las muestras analizadas, respectivamente. 
Cabe destacar que para el análisis de las muestras del ensayo Fexinidazol se utilizaron los 
iniciadores TxFw/TxRv, diseñados para reconocer secuencias adyacentes al segmento del 
ADNSat que engloba los 15 sitios polimórficos tipo específicos. En consecuencia, el porcentaje 
de uno y otro tipo de secuencias en las muestras del ensayo Fexinidazol está más en sintonía con 
las características epidemiológicas de la región, en la que se ha reportado una mayor prevalencia 
de TcV que de TcII (Zingales y col., 2012; Martínez-Pérez y col., 2016). 
 
El polimorfismo genético de las regiones hipervariables del ADNk ha permitido la tipificación 
de cepas TcI, TcII, TcV y TcVI a partir de la amplificación específica de secuencias con mayor 
frecuencia de aparición en estos linajes (Velázquez y col., 2008), y su posterior hibridación con 
sondas radioactivas linaje específicas (Diez y col., 2010; Bontempi y col., 2016). Sin embargo, a 
diferencia del análisis en base a secuencias de ADNSat, no pudo establecerse ninguna relación 
entre las distancias genéticas de los perfiles de restricción del ADNk y las UDTs de las cepas de 
referencia. En ese sentido, hay que tener en cuenta que ambos métodos de análisis de secuencias 
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de ADNk se basan en principios diferentes, así como que la topología de un árbol va a depender 
del marcador genético del que se obtuvo y en particular de si se trata de marcadores nucleares o 
mitocondriales (Lewis y col., 2011; Tomasini y Diosque, 2015). 
 
Debido a su elevada sensibilidad, el análisis de perfiles de PCR-RFLP del ADNk constituye una 
valiosa herramienta para el estudio de la variabilidad genética de T. cruzi en muestras clínicas. 
Esto ha llevado a que haya sido ampliamente utilizado en la caracterización de las poblaciones 
parasitarias infectantes en casos de pacientes con compromiso cardiodigestivo, coinfectados por 
VIH, con infección congénita y trasplantados cardíacos (Vago y col., 2000; Burgos y col., 2005, 
2007, 2010; Cura y col., 2013). Por otro lado, su capacidad para detectar mínimas variaciones en 
la composición genética de poblaciones de T. cruzi, incluso entre cepas del mismo linaje, hacen 
de este método un buen complemento del análisis de secuencias de ADNSat, más orientado a la 
detección de cambios a nivel de UDT, para la caracterización de muestras pre- y pos-tratamiento. 
 
Dinámica de las poblaciones naturales de T. cruzi en pacientes crónicos con y sin tratamiento 
En general, teniendo en cuenta los diferentes métodos de tipificación y muestras analizadas, las 
UDTs de mayor prevalencia en las cohortes en estudio fueron TcV/VI, TcII y TcI/III, en ese 
orden. Estos resultados están en concordancia con los de Martínez-Pérez y col. (2016), quienes 
encontraron TcV, TcII y TcI en el 55,2%, 9,5% y 3,8%, respectivamente, de pacientes bolivianos 
con la infección crónica residiendo en Madrid, España. Sin embargo, TcIV, segunda UDT con 
mayor prevalencia en los pacientes de ese estudio (16,2%), no fue detectada en ninguno de los 
pacientes que formaron parte de los ensayos clínicos incluidos en este trabajo. Cabe también 
destacar la identificación de infecciones mixtas en varios pacientes de estos estudios, fenómeno 
que respalda el modelo de histotropismo clonal (Macedo y col., 2002) y ha sido reportado en el 
17,3%, 24,1% y 15,2% de pacientes argentinos, colombianos y bolivianos analizados en trabajos 
anteriores (Cura y col., 2012; Sánchez y col., 2013; Martínez-Pérez y col., 2016). 
 
El análisis de patrones de secuencias de ADNSat y perfiles de restricción de ADNk permitieron 
caracterizar la dinámica de las poblaciones naturales de T. cruzi en sangre periférica de pacientes 
con la infección crónica durante un año de seguimiento. Resulta notable el elevado grado de 
polimorfismo genético encontrado entre las muestras del tamizaje y el seguimiento de los 
pacientes enrolados en los grupos Placebos de los ensayos E1224 y Fexinidazol. Sólo el 47,1% 
de estos pacientes presentó el mismo tipo de secuencias de ADNSat al inicio y al final de ambos 
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estudios. Una mayor variación en la composición genética de las poblaciones parasitarias 
circulantes a lo largo del seguimiento respecto a aquellas detectadas durante el tamizaje se puso 
de manifiesto a partir del análisis de los perfiles de PCR-RFLP de ADNk y la estimación de la 
distancia de Jaccard entre ellos (Burgos y col., 2007). Dentro de los pacientes de estos grupos, 
hubo algunos que no tuvieron diferencias, o fue muy pequeña, entre los perfiles de sus muestras 
pre- y pos-tratamiento, otros cuyas diferencias con el tamizaje se mantuvieron estables a lo largo 
del seguimiento, y otros que mostraron un marcado carácter intermitente de sus poblaciones de 
T. cruzi circulantes. Aunque no se encontraron diferencias significativas entre ninguna de ellas. 
 
Resultados semejantes fueron obtenidos por Sánchez y col. (2013), quienes fueron los primeros 
en tipificar muestras de sangre seriadas de un subgrupo de 54 pacientes crónicos enrolados en el 
ensayo CHICAMOCHA. En dicho estudio, en aquellos pacientes que tuvieron infecciones 
mixtas de TcI+II y TcI+IV en la muestra inicial (24,1%) sólo detectaron TcI en las dos muestras 
siguientes, colectadas cada 10 días. Sorprendentemente, la mayoría de los trabajos reportados 
hasta la fecha abordan la tipificación de una manera puntual sin tener en consideración la 
variación temporal de los genotipos de las poblaciones circulantes, aun cuando es reconocido 
que durante la infección crónica las cargas parasitarias suelen ser bajas e intermitentes. Según el 
modelo de histotropismo clonal, en perfecta sintonía con nuestros resultados, las poblaciones 
naturales de T. cruzi están compuestas por múltiples clones que, debido al polimorfismo genético 
de este parásito, van a presentar diferentes afinidades por tejidos específicos (Macedo y Segatto, 
2010). De esta forma, el estudio de la diversidad genética de las poblaciones parasitarias 
infectantes podría aportar una información sustancial sobre el devenir de la infección crónica y 
las manifestaciones clínicas que podría adoptar la enfermedad. 
 
Por otra parte, el estudio del polimorfismo genético de las poblaciones de T. cruzi detectables en 
las muestras pre- y pos-tratamiento de los pacientes del ensayo E1224 que recibieron diferentes 
regímenes de esta droga mostró un comportamiento similar al obtenido para el grupo Placebo. 
Apenas el 56,0%, 53,8% y 60,0% de los pacientes de los grupos E1224 DB, DC y DA, 
respectivamente, tuvieron el mismo tipo de secuencias de ADNSat al inicio y al final del ensayo. 
En cambio, el análisis de los perfiles de restricción de ADNk de las muestras de los grupos 
tratados presentó pequeñas diferencias respecto al Placebo, como que ningún paciente de estos 
grupos tuvo cero distancia de Jaccard entre sus muestras pre- y pos-tratamiento, o que en general 
el rango de distancias entre las muestras de los pacientes que recibieron tratamiento fue más 
acotado que el del grupo Placebo. No obstante, estas diferencias entre las distancias genéticas de 
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las muestras de los pacientes tratados y aquellos que recibieron placebo no fueron significativas 
para ninguno de los tiempos de seguimiento. También llama la atención que el único paciente 
refractario al BZN al que pudo realizársele este análisis tuvo una distancia de Jaccard de 0,81 
entre los perfiles de ADNk de sus muestras pre- y pos-tratamiento. 
 
En un estudio reciente, en el que se tipificaron muestras pre- y pos-tratamiento de 14 pacientes 
refractarios al BZN o el NFX, se encontró que ocho de ellos presentaron diferentes UDTs antes y 
después del tratamiento, y que en dos pacientes con infecciones mixtas basales sólo se detectó un 
linaje en el seguimiento (Martínez-Pérez y col., 2016). En cambio, en otro trabajo no se hallaron 
diferencias entre los perfiles genéticos de los hemocultivos pre- y pos-tratamiento de cuatro 
pacientes refractarios al BZN mediante análisis de loci microsatélites (Moreno y col., 2010). La 
existencia de infecciones mixtas así como la respuesta diferencial a drogas tripanocidas de cepas 
de distintos linajes podrían estar implicadas en las diferencias encontradas entre las poblaciones 
parasitarias detectables durante el tamizaje y el seguimiento. Asimismo, la colonización por T. 
cruzi de tejidos de difícil acceso, donde la biodisponibilidad del fármaco se puede ver afectada, 
podría jugar un rol fundamental en todo este proceso (Urbina, 2010). En este trabajo, la elevada 
diversidad genética e intermitencia de las poblaciones de T. cruzi circulantes en los pacientes del 
grupo Placebo sugieren que los eventos de falla terapéutica al tratamiento con E1224 no se deben 
a presión selectiva sobre clones resistentes a este compuesto, sino que reflejan la fluctuación 
natural de poblaciones parasitarias policlonales durante la infección crónica. 
 
Caracterización molecular de aislamientos de T. cruzi de hemocultivos de pacientes 
Ambos ensayos clínicos incluyeron la obtención de hemocultivos. En el ensayo E1224 éstos se 
realizaron al final del estudio con el objetivo de aislar cepas resistentes al BZN y el ravuconazol, 
aunque no se obtuvo ningún hemocultivo positivo a partir de los pacientes refractarios al BZN, 
quizás debido a sus bajas cargas parasitarias pos-tratamiento. Para el ensayo Fexinidazol, en 
cambio, se incluyó la realización de hemocultivos tanto al inicio como al final del estudio; no 
obstante, no se obtuvieron hemocultivos positivos de ningún paciente al final del seguimiento, 
incluidos los del grupo Placebo. En consecuencia, para este análisis no se contó con aislamientos 
de pacientes refractarios al BZN, ni hemocultivos pre- y pos-tratamiento de un mismo paciente. 
 
La clasificación de las secuencias de ADNSat de los aislamientos estuvo en total concordancia 
con los resultados del ensayo de genotipificación por qPCR multiplex con sondas TaqMan (Cura 
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y col., 2015). Aunque la mayoría de ellos fue TcV y sus secuencias de ADNSat tipo híbrido, un 
análisis detallado permitió detectar variaciones nucleotídicas puntuales que condujeron a la 
identificación de nueve patrones de secuencias diferentes, lo que indica la existencia de al menos 
igual número de clones diferentes entre estos aislamientos, 10 si consideramos que uno de ellos 
estuvo compuesto por una población mixta de TcV+VI. En ese sentido, esta metodología no fue 
capaz de distinguir entre poblaciones simples o mixtas de ambos linajes híbridos, algo señalado 
como una de sus limitaciones. Por otro lado, el análisis de perfiles de PCR-RFLP de ADNk 
confirmó la existencia de escasa distancia genética entre estos aislamientos, aunque permitió 
identificar ocho perfiles de restricción diferentes, indicativo de la existencia de al menos igual 
número de clones. El hecho de que varios aislamientos con igual patrón de ADNSat presentaran 
diferentes perfiles de ADNk, y viceversa, sugiere que una caracterización más profunda de los 
mismos podría revelar la existencia de una mayor diversidad genética entre ellos. 
 
A diferencia del polimorfismo encontrado entre los aislamientos TcV desde la caracterización de 
secuencias de ADNSat y ADNk, el análisis de loci microsatélites no logró detectar diferencias 
entre sus perfiles genéticos, incluyendo el del hemocultivo ET248 (TcV+VI). Estudios de este 
tipo realizados en aislamientos de diferentes UDTs mostraron que las cepas de un mismo linaje 
suelen tener una composición alélica similar, tendencia que es aún más marcada en el caso de 
cepas híbridas (Valadares y col., 2008; Lewis y col., 2009). Esto también justifica que para 
ningún locus se identificaran más de dos alelos en ninguno de los hemocultivos, unido al hecho 
de que resulta poco frecuente el aislamiento de poblaciones policlonales a partir de pacientes con 
la infección crónica (Macedo y col., 2004). En particular, el que no se detectaran más de dos 
alelos en ningún locus del hemocultivo ET248 podría deberse a que las cepas TcV y TcVI suelen 
compartir uno o ambos alelos para la mayoría de los loci (Lewis y col., 2009), y/o a una mayor 
concentración del componente TcV de este aislamiento, inferido en base al Ct de cada reacción 
de tipificación en la qPCR multiplex (22,46 y 32,05 para TcV y TcVI, respectivamente), que 
pudo desplazar el equilibrio y favorecer la amplificación de los alelos de este linaje. 
 
Por otro lado, resulta notable la detección del alelo de 184 pb para el locus TcTAT20 en todos 
los aislamientos TcV de ambas cohortes (Cochabamba y Tarija) y ensayos clínicos. Alelo que 
fue identificado en un caso de infección por trasplante de órganos de un donante boliviano pero 
en ninguno de los casos de receptores de órganos de donantes argentinos (Cura, 2014). Este 
hallazgo evidencia que en gran medida la escasa variabilidad genética encontrada entre estos 
aislamientos se debe a que todos proceden de una misma región geográfica. En correspondencia 
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con un estudio realizado en el poblado de Mizque, Cochabamba, donde el 70% de los pacientes 
estuvo infectado por cepas pertenecientes al clonet 39, un grupo monofilético de clones que 
luego sería incluido en la UDT TcV (Zingales y col., 2009), identificado mediante amplificación 
del ADNk e hibridación con sondas radioactivas específicas (Breniere y col., 2002). 
 
Por último, las diferencias encontradas entre los patrones de secuencias de ADNSat y los perfiles 
de PCR-RFLP de ADNk de los hemocultivos y las muestras GEB, son esperables y estarían 
relacionadas con los eventos de selección clonal que tienen lugar durante el aislamiento y cultivo 
del parásito a partir de la muestra de sangre del paciente (Macedo y col., 2002). El hecho de que 
aislamientos de pacientes refractarios al E1224 compartan iguales patrones de ADNSat y perfiles 
de ADNk (poblaciones parasitarias idénticas o estrechamente relacionadas) que hemocultivos de 
pacientes respondedores al FXN, además de la elevada eficacia de esta droga, permite confiar en 
una respuesta favorable de los primeros a un eventual tratamiento con FXN. 
 
4.4. Actualidad y perspectivas de los ensayos clínicos de la enfermedad de Chagas 
Años atrás un estudio observacional asoció el tratamiento tripanocida con la reducción de la 
progresión de la enfermedad de Chagas crónica (Viotti y col., 2006) mientras evidencias 
experimentales llevaban a postular que la persistencia parasitaria era la causa principal de la 
progresión a manifestaciones cardíacas (Zhang y Tarleton, 1999; Marin-Neto y col., 2007). La 
conjunción de estos hallazgos cambió el panorama de la enfermedad y sentó las bases para el 
inicio de ensayos clínicos para el tratamiento de la infección crónica. Sin embargo, el ensayo 
BENEFIT recientemente finalizado no encontró evidencias de que el tratamiento tripanocida 
redujese el deterioro cardíaco en pacientes con cardiopatía chagásica y aumentó el debate sobre 
la conveniencia o no del tratamiento de pacientes crónicos (Morillo y col., 2015). No obstante, 
los resultados de este estudio, que han sido fuertemente cuestionados (Rassi y col., 2017), sólo 
reflejan la necesidad de comenzar el tratamiento en fases tempranas de la enfermedad, para lo 
que también resulta imperioso hallar un medicamento que sea seguro y efectivo. 
 
Los primeros compuestos en pasar a fase de ensayos clínicos fueron los inhibidores de la síntesis 
del ergosterol, posaconazol y ravuconazol (E1224), los mismos habían demostrado actividad in 
vitro contra la forma amastigote de T. cruzi y habían sido capaces de inducir cura parasitológica 
en modelos experimentales de la enfermedad (Urbina, 2015). En el ensayo CHAGASAZOL, sin 
embargo, los dos regímenes de posaconazol en estudio (dosis alta y baja) tuvieron fallas 
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terapéuticas del 80% y el 90%, respectivamente (Molina y col., 2014). Resultados similares 
fueron obtenidos en este trabajo con fallas terapéuticas acumulativas del 69%, 89% y 92% para 
los grupos de dosis alta, corta y baja del E1224. Estos hallazgos desaconsejan el uso de estas 
drogas como monoterapias contra la infección crónica, pero dado su buen perfil de seguridad y 
que estudios en modelos animales han mostrado que terapias combinadas de posaconazol y BZN 
mejoraron la respuesta al tratamiento permitiendo incluso reducir la dosis y duración de los 
mismos (Diniz y col., 2013; Bustamante y col., 2014), se ha valorado la evaluación de terapias 
combinadas de posaconazol o E1224 con BZN o NFX en nuevos ensayos clínicos. 
 
El ensayo STOP-CHAGAS, recientemente concluido, fue el primero en poner en práctica este 
abordaje e incluyó en su diseño un grupo de pacientes que fue tratado con una combinación de 
posaconazol y BZN (Morillo y col., 2017). Sin embargo, la máxima dosis de BZN aplicada tanto 
al grupo de terapia combinada como al que recibió el BZN en monoterapia imposibilitó que se 
encontraran diferencias entre las eficacias de ambos tratamientos. Una estrategia diferente sigue 
el ensayo BENDITA, actualmente en ejecución, que evalúa la combinación de E1224 con dosis 
subóptimas de BZN y que se espera confirme la validez del uso de las terapias combinadas en el 
tratamiento de la infección crónica (Sergio Sosa-Estani, Comunicación Personal). 
 
Los eventos adversos del BZN son frecuentes y en ocasiones han hecho necesario la interrupción 
momentánea o permanente del tratamiento (Molina y col., 2015). En el ensayo E1224, al 9% de 
los pacientes se les suspendió el tratamiento con BZN de forma permanente (Torrico y col., en 
prensa), mientras que en toda la campaña de MSF en Bolivia esta cifra fue del 10% (Sperandio y 
col., 2017). Tasas superiores de suspensión del tratamiento con BZN han sido reportadas en los 
anteriores ensayos, 19% (CHAGASAZOL, Molina y col., 2014), 13% (BENEFIT, Morillo y 
col., 2015) y 32% (STOP-CHAGAS, Morillo y col., 2017). A pesar de estos inconvenientes, la 
elevada respuesta parasitológica inducida por el BZN en cada uno de estos ensayos respalda el 
incremento de su uso en el tratamiento de la infección crónica por T. cruzi. 
 
No obstante, los resultados de diferentes estudios han propiciado la revisión del esquema de 
tratamiento de esta droga y la evaluación de regímenes alternativos que permitan disminuir sus 
efectos adversos sin comprometer la eficacia del tratamiento. Pacientes crónicos tratados con 
BZN durante 30 días mostraron una reducción de la progresión de la enfermedad y un aumento 
de la negativización de los títulos de anticuerpos anti-T. cruzi (Viotti y col., 2006). Asimismo, se 
observó que pacientes pediátricos presentaban menor concentración de BZN en plasma y mayor 
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respuesta terapéutica que adultos tratados con una dosis similar en mg/kg (Altcheh y col., 2014). 
Por otro lado, un estudio piloto de administración intermitente en pacientes adultos tuvo mejor 
tolerancia y una eficacia al final del tratamiento comparable a la del régimen estándar (Álvarez y 
col., 2015). En base a estos resultados y con el propósito de optimizar el tratamiento, los ensayos 
BENDITA y MULTIBENZ (NCT03191162) se encuentran evaluando diferentes regímenes de 
BZN que incluyen esquemas por 8, 4 y 2 semanas con dosis media, completa o intermitente. 
 
El FXN, a diferencia del BZN, había mostrado un buen perfil de seguridad y no se esperaba que 
en el ensayo Fexinidazol ocurriesen fuertes eventos adversos; sin embargo, estos condujeron a la 
suspensión del tratamiento del 21% de los pacientes (Torrico y col., manuscrito en preparación). 
Antes de comenzar este ensayo, el FXN se encontraba siendo analizado para el tratamiento de la 
tripanosomiasis africana y había sido sometido a varios estudios de seguridad y farmacología 
preclínicas que indicaron que esta droga era segura y efectiva (Torreele y col., 2010). Luego, 
ensayos clínicos de fase I demostraron que el FXN era seguro y bien tolerado en dosis de hasta 
3600 mg/día por 14 días (Tarral y col., 2014), doble de la máxima dosis evaluada en el presente 
trabajo. Este precedente, unido al hecho de que los eventos adversos que implicaron suspensión 
del tratamiento en el ensayo Fexinidazol se registraron dentro de los primeros días de iniciado el 
estudio (Torrico y col., manuscrito en preparación), permite postular que la diferencia entre los 
resultados de seguridad de ambos ensayos podría estar relacionada con las diferentes 
características genéticas de las cohortes participantes en cada estudio. Tomando en consideración 
estos resultados y la temprana respuesta parasitológica a esta droga, se diseñó y puso en marcha 
un nuevo ensayo clínico que evaluará esquemas más cortos y con menores dosis de FXN para el 
tratamiento de la infección crónica (Sergio Sosa-Estani, Comunicación Personal). 
 
Este trabajo confirma la utilidad de la qPCR como marcador de respuesta terapéutica en ensayos 
clínicos de la enfermedad de Chagas y la mayor eficacia del BZN y el FXN respecto al E1224 en 
el tratamiento de la infección crónica por T. cruzi. Asimismo, contribuye a mejorar la tipificación 
de muestras de pacientes con bajas cargas parasitarias y los métodos de diagnóstico molecular de 
T. cruzi basados en la amplificación de ADNSat. Finalmente, nuestros hallazgos sugieren que la 
composición genética de las poblaciones parasitarias circulantes durante el seguimiento del 
ensayo E1224 reflejan la fluctuación natural de poblaciones policlonales de T. cruzi en la fase 
crónica de la enfermedad. Este es el primer estudio que aborda la caracterización molecular de la 
dinámica natural de las poblaciones de T. cruzi detectables en sangre periférica de pacientes con 























- Este trabajo demostró que la implementación de muestreos seriados aumenta la sensibilidad de 
la qPCR como marcador de falla terapéutica en ensayos clínicos de la enfermedad de Chagas, así 
como la capacidad de reclutamiento de pacientes para estudios cuyos criterios de inclusión 
precisan un resultado de qPCR positivo en el tamizaje. Además, permitió establecer la estrategia 
de toma de muestras a utilizar en ensayos clínicos con drogas tripanocidas. 
 
- El ravuconazol indujo una menor respuesta parasitológica en comparación al benznidazol, que 
mostró una elevada y sostenida eficacia en el tratamiento de la infección crónica, al igual que el 
fexinidazol. Los resultados de estos y otros ensayos sentaron las bases para el diseño de estudios 
dirigidos a potenciar la eficacia del ravuconazol con el uso de terapias combinadas y mejorar el 
perfil de seguridad del benznidazol y el fexinidazol con esquemas de tratamiento reducidos. 
 
- Se establecieron los tipos de secuencias de ADN satélite de las principales UDTs de T. cruzi y 
se desarrolló un método de tipificación que permite la caracterización de muestras clínicas con 
bajas cargas parasitarias. Además, se aportaron evidencias que contribuirán a clarificar la historia 
evolutiva de este parásito y que permitirán mejorar los métodos de diagnóstico molecular de la 
infección por T. cruzi basados en la amplificación de secuencias de ADN satélite. 
 
- Este es el primer estudio que aborda la caracterización molecular de la dinámica natural de las 
poblaciones parasitarias circulantes en pacientes crónicos durante un año de seguimiento. El 
carácter fluctuante de la carga parasitaria y el polimorfismo genético de estas poblaciones está en 
consonancia con el modelo de histotropismo clonal de la infección por T. cruzi. 
 
- La similitud del polimorfismo genético de las poblaciones parasitarias detectables antes y 
después del tratamiento con E1224, respecto al observado en el grupo Placebo, sugiere que estos 
eventos de falla terapéutica no se deben a presión selectiva sobre clones resistentes sino que 
reflejan la fluctuación natural de poblaciones policlonales de T. cruzi en la infección crónica. 
 
- La escasa variabilidad genética de los aislamientos de T. cruzi de los hemocultivos de pacientes 
en los ensayos E1224 y Fexinidazol evidencia la elevada prevalencia de cepas TcV en la región 
en donde fueron realizados estos estudios. Por otro lado, las diferencias entre los perfiles de 
ADNk de estos aislamientos y de las poblaciones detectables en las muestras de sangre periférica 
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ANEXO 1. Figuras y tablas suplementarias 
 
 
Figura A1. Árbol filogenético Bayesiano de las secuencias de referencia de ADN satélite TcI-
TcIV utilizadas para el análisis de las secuencias de las muestras clínicas y los hemocultivos de 
los ensayos clínicos E1224 y Fexinidazol. Los valores de soporte de probabilidad posterior son 




Tabla A1. Distancias genéticas entre las secuencias de ADN satélite de las 19 cepas de referencia de T. cruzi analizadas en este trabajo. 
Cepas/ Número de sustituciones de base por sitio [Media (± EE)] (%) 
Sylvio  K-98 Col4R Dm28c Y JG 3869 M6241 LL051 4167 Am64 DogT 115 B147 NR Brener RA VD 
K-98 1,8 (± 0,7)                                 
Col4R 0,3 (± 0,1) 0,8 (± 0,3)                                 
Dm28c 0,1 (± 0,1) 1,6 (± 0,7) 0,2 (± 0,1)                               
Y 8,2 (± 2,5) 8,7 (± 2,7) 7,3 (± 2,2) 8,7 (± 2,6)                             
JG 8,1 (± 2,5) 8,5 (± 2,6) 7,2 (± 2,1) 8,7 (± 2,5) 0,0 (± 0,0)                           
3869 1,1 (± 0,4) 1,4 (± 0,7) 1,1 (± 0,5) 1,3 (± 0,7) 6,4 (± 2,2) 6,3 (± 2,1)                       
M6241 1,4 (± 0,5) 1,7 (± 0,7) 1,3 (± 0,5) 1,7 (± 0,8) 6,6 (± 2,2) 6,5 (± 2,1) 0,0 (± 0,1)                       
LL051 0,6 (± 0,3) 0,9 (± 0,4) 0,3 (± 0,1) 0,7 (± 0,3) 7,0 (± 2,2) 6,8 (± 2,1) 0,4 (± 0,3) 0,5 (± 0,2)                     
4167 9,9 (± 3,0) 10,6 (± 3,1) 8,7 (± 2,6) 10,4 (± 3,0) 7,2 (± 2,1) 7,1 (± 2,1) 10,1 (± 3,3) 10,4 (± 3,3) 8,9 (± 2,7)                   
Am64 10,6 (± 3,2) 11,4 (± 3,3) 9,4 (± 2,7) 11,2 (± 3,2) 7,5 (± 2,2) 7,3 (± 2,2) 11,1 (± 3,5) 11,5 (± 3,5) 9,6 (± 2,8) 0,0 (± 0,1)                 
DogT 11,1 (± 3,5) 10,3 (± 3,2) 9,7 (± 3,0) 11,8 (± 3,6) 7,2 (± 2,3) 7,1 (± 2,3) 10,1 (± 3,3) 10,3 (± 3,3) 9,4 (± 3,0) 1,6 (± 0,7) 1,9 (± 0,8)               
115 0,8 (± 0,3) 1,3 (± 0,5) 0,7 (± 0,3) 1,1 (± 0,4) 5,1 (± 1,6) 5,0 (± 1,5) 0,6 (± 0,3) 0,8 (± 0,4) 0,5 (± 0,3) 8,3 (± 2,5) 8,9 (± 2,6) 8,7 (± 2,8)           
B147 2,7 (± 0,9) 3,4 (± 1,0) 2,1 (± 0,6) 3,0 (± 0,9) 1,3 (± 0,4) 1,2 (± 0,4) 2,0 (± 0,7) 2,2 (± 0,8) 2,0 (± 0,6) 5,9 (± 1,8) 6,3 (± 1,9) 6,6 (± 2,1) 0,8 (± 0,3)         
NR 6,5 (± 2,0) 6,8 (± 2,1) 5,7 (± 1,7) 7,1 (± 2,1) 0,2 (± 0,1) 0,1 (± 0,1) 4,7 (± 1,6) 4,7 (± 1,6) 5,2 (± 1,6) 6,7 (± 2,0) 6,9 (± 2,1) 6,5 (± 2,1) 3,7 (± 1,2) 0,6 (± 0,2)         
Brener 3,2 (± 1,0) 4,0 (± 1,2) 2,6 (± 0,8) 3,6 (± 1,0) 1,0 (± 0,4) 0,9 (± 0,3) 2,5 (± 0,8) 2,7 (± 0,9) 2,5 (± 0,8) 5,6 (± 1,7) 5,9 (± 1,9) 6,3 (± 2,1) 1,5 (± 0,5) -0,3 (± 0,1) 0,6 (± 0,2)       
RA 1,4 (± 0,5) 2,2 (± 0,8) 1,0 (± 0,3) 1,5 (± 0,5) 2,8 (± 0,9) 2,8 (± 0,8) 1,0 (± 0,4) 1,1 (± 0,4) 0,8 (± 0,3) 6,7 (± 2,0) 7,2 (± 2,1) 7,4 (± 2,3) 0,5 (± 0,3) 0,1 (± 0,2) 1,9 (± 0,6) 0,3 (± 0,2)     
VD 2,2 (± 0,7) 2,2 (± 0,7) 1,5 (± 0,5) 2,6 (± 0,8) 2,1 (± 0,6) 1,9 (± 0,6) 1,3 (± 0,5) 1,5 (± 0,5) 1,3 (± 0,5) 6,6 (± 1,9) 7,1 (± 2,1) 6,4 (± 2,1) 0,6 (± 0,3) 0,0 (± 0,1) 1,1 (± 0,4) 0,1 (± 0,1) 0,0 (± 0,1)   
Tulahuen 3,0 (± 1,0) 3,8 (± 1,2) 2,5 (± 0,8) 3,4 (± 1,0) 1,1 (± 0,4) 1,0 (± 0,3) 2,2 (± 0,8) 2,4 (± 0,8) 2,2 (± 0,7) 6,4 (± 1,9) 6,8 (± 2,1) 6,8 (± 2,2) 1,3 (± 0,5) -0,3 (± 0,1) 0,5 (± 0,2) -0,2 (± 0,1) 0,1 (± 0,1) 0,0 (± 0,1) 
UDTs: TcI (Sylvio X10 cl1, K-98, Col4R y Dm28c), TcII (Y y JG), TcIII (3869, M6241 cl6 y LL051-P24-Ro), TcIV (4167, Am64 y Dog Theis), TcV (115, 




Tabla A2. Distancias genéticas entre los perfiles de PCR-RFLP de ADNk de 12 cepas de T. 
cruzi representativas de las seis UDTs. 
Cepas/ 
Distancia de Jaccard 
Sylvio K-98 Y JG M5631 LL051 4167 Am64 MN PAH179 Brener 
K-98 0,80 
Y 0,75 0,73 
JG 0,67 0,67 0,57 
M5631 0,80 0,55 0,44 0,50 
LL051 0,33 0,73 0,67 0,57 0,73 
4167 0,60 0,78 0,50 0,60 0,78 0,50 
Am64 0,50 0,89 0,67 0,80 0,89 0,67 0,33 
MN 0,80 0,67 0,60 0,50 0,55 0,73 0,78 0,89 
PAH179 0,71 0,70 0,43 0,71 0,56 0,78 0,67 0,60 0,70 
Brener 0,60 0,78 0,71 0,83 0,78 0,71 0,50 0,33 0,90 0,67 
RA 0,43 0,50 0,70 0,63 0,64 0,38 0,57 0,71 0,64 0,67 0,75 
UDTs: TcI (Sylvio X10 cl1 y K-98), TcII (Y y JG), TcIII (M5631 cl5 y LL051-P24-Ro), TcIV (4167 y 




Tabla A3. Distancias genéticas entre los perfiles de PCR-RFLP de ADNk de los hemocultivos de los ensayos clínicos E1224 y Fexinidazol. 
Hemos/ 
Distancia de Jaccard 
EC019 EC049 EC069 EC072 EC073 EC096 EC108 EC110 EC111 EC176 EC182 EC230 EC246 EC262 ET079 ET153 ET184 ET197 ET212 ET229 ET248 F014 F069 F070 F074 F522 F524 
EC049 0,14                                                     
EC069 0,00 0,14                                                   
EC072 0,14 0,25 0,14                                                 
EC073 0,14 0,00 0,14 0,25                                               
EC096 0,14 0,25 0,14 0,25 0,25                                             
EC108 0,25 0,13 0,25 0,13 0,13 0,33                                           
EC110 0,14 0,00 0,14 0,25 0,00 0,25 0,13                                         
EC111 0,14 0,00 0,14 0,25 0,00 0,25 0,13 0,00                                       
EC176 0,38 0,25 0,38 0,44 0,25 0,44 0,33 0,25 0,25                                     
EC182 0,14 0,00 0,14 0,25 0,00 0,25 0,13 0,00 0,00 0,25                                   
EC230 0,14 0,00 0,14 0,25 0,00 0,25 0,13 0,00 0,00 0,25 0,00                                 
EC246 0,14 0,00 0,14 0,25 0,00 0,25 0,13 0,00 0,00 0,25 0,00 0,00                               
EC262 0,00 0,14 0,00 0,14 0,14 0,14 0,25 0,14 0,14 0,38 0,14 0,14 0,14                             
ET079 0,14 0,00 0,14 0,25 0,00 0,25 0,13 0,00 0,00 0,25 0,00 0,00 0,00 0,14                           
ET153 0,14 0,00 0,14 0,25 0,00 0,25 0,13 0,00 0,00 0,25 0,00 0,00 0,00 0,14 0,00                         
ET184 0,14 0,00 0,14 0,25 0,00 0,25 0,13 0,00 0,00 0,25 0,00 0,00 0,00 0,14 0,00 0,00                       
ET197 0,14 0,00 0,14 0,25 0,00 0,25 0,13 0,00 0,00 0,25 0,00 0,00 0,00 0,14 0,00 0,00 0,00                     
ET212 0,70 0,73 0,70 0,60 0,73 0,73 0,64 0,73 0,73 0,73 0,73 0,73 0,73 0,70 0,73 0,73 0,73 0,73                   
ET229 0,14 0,00 0,14 0,25 0,00 0,25 0,13 0,00 0,00 0,25 0,00 0,00 0,00 0,14 0,00 0,00 0,00 0,00 0,73                 
ET248 0,14 0,25 0,14 0,25 0,25 0,25 0,33 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,14 0,25 0,25 0,25 0,25 0,73 0,25               
F014 0,25 0,13 0,25 0,13 0,13 0,33 0,00 0,13 0,13 0,33 0,13 0,13 0,13 0,25 0,13 0,13 0,13 0,13 0,64 0,13 0,33             
F069 0,25 0,13 0,25 0,13 0,13 0,33 0,00 0,13 0,13 0,33 0,13 0,13 0,13 0,25 0,13 0,13 0,13 0,13 0,64 0,13 0,33 0,00           
F070 0,14 0,00 0,14 0,25 0,00 0,25 0,13 0,00 0,00 0,25 0,00 0,00 0,00 0,14 0,00 0,00 0,00 0,00 0,73 0,00 0,25 0,13 0,13         
F074 0,14 0,00 0,14 0,25 0,00 0,25 0,13 0,00 0,00 0,25 0,00 0,00 0,00 0,14 0,00 0,00 0,00 0,00 0,73 0,00 0,25 0,13 0,13 0,00       
F522 0,25 0,13 0,25 0,13 0,13 0,33 0,00 0,13 0,13 0,33 0,13 0,13 0,13 0,25 0,13 0,13 0,13 0,13 0,64 0,13 0,33 0,00 0,00 0,13 0,13     
F524 0,14 0,00 0,14 0,25 0,00 0,25 0,13 0,00 0,00 0,25 0,00 0,00 0,00 0,14 0,00 0,00 0,00 0,00 0,73 0,00 0,25 0,13 0,13 0,00 0,00 0,13   
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